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ABSTRAK

Penyimpanan semen pada suhu 5°C berpengaruh terhadap kualitas spermatozoa. Tujuan
penelitian ini adalah untuk mengetahui perbedaan variabel motilitas dan keutuhan membran
plasma spermatozoa ayam Kampung yang disimpan langsung pada suhu 5 °C dengan
penyimpanan dengan penurunan suhu yang bertahap setelah proses koleksi semen. Penelitian
ini menggunakan rancangan acak lengkap dengan 3 taraf perlakuan dan 9 kali ulangan.
Perlakuan yang digunakan yaitu penyimpanan pada suhu tetap 5 °C selama 75 menit (P1),
penyimpanan pada suhu yang diturunkan bertahap dari 41 °C 30 menit - 21 °C 30 menit-5°C 15
menit (P2), dan penyimpanan pada suhu yang diturunkan bertahap dari suhu 41 °C 15 menit - 31
°C 15 menit - 21 °C 15 menit - 11 °C 15 menit - 5 °C 15 menit (P3). Data hasil penelitian yang
berdistribusi normal dianalisis menggunakan analisis ragam (ANOVA). Hasil penelitian
menunjukkan bahwa perlakuan penurunan suhu yang berbeda tidak mempengaruhi (P>0.05)
variabel motilitas dan keutuhan membran plasma spermatozoa selama penyimpanan. Rataan
motilitas total, motilitas progresif dan keutuhan membran plasma yang didapatkan masing-
masing 25.36-41.22%, 67.30-77.08% dan 92.35-96.29%. Kesimpulan penelitian ini adalah
spermatozoa ayam Kampung yang dikoleksi dapat langsung disimpan pada suhu 5 °C tanpa
adanya perlakuan penurunan suhu yang bertahap karena tidak ditemukan perbedaan variabel
motilitas keutuhan membran plasma pada perlakuan tersebut.

Kata kunci: Ayam Kampung, Keutuhan Membran Plasma, Motilitas, Spermatozoa, Suhu

ABSTRACT

Semen storage at a temperature of 5°C affects the quality of spermatozoa. The purpose of this
study was to determine the differences in motility and plasma membrane integrity of Kampung
chicken spermatozoa variables that were stored directly at 5 °C with storage with a gradual
decrease in temperature after the semen collection process. This study used a completely
randomized design with 3 treatment levels and 9 replications. The treatment used was storage
at a fixed temperature of 5 °C for 75 minutes (P1), storage at a gradually lowered temperature
from 41 °C 30 minutes - 21 °C 30 minutes - 5 °C 15 minutes (P2), and storage at a gradually
lowered temperature from temperature 41°C 15 minutes - 31 °C 15 minutes - 21 °C 15 minutes
- 11 °C 15 minutes - 5 °C 15 minutes (P3). Research data that were normally distributed were
analyzed using analysis of variance (ANOVA). The results showed that different temperature
reduction treatments did not affect (P>0.05) the motility and plasma membrane integrity of
spermatozoa variables during storage. The mean total motility, progressive motility and plasma
membrane integrity were 25.36-41.22%, 67.30-77.08% and 92.35-96.29%, respectively. The
conclusion of this study was that collected Kampung chicken spermatozoa could be directly
stored at 5°C without any gradual reduction in temperature because no differences in plasma
membrane integrity motility variables were found in the treatment.
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PENDAHULUAN

Ayam Kampung merupakan ayam asli Indonesia yang cukup adaptif terhadap kondisi
lingkungan yang ekstrim jika dibandingkan ayam ras impor. Selain itu, masyarakat Indonesia
cenderung lebih suka mengkonsumsi daging ayam Kampung dibandingkan ayam ras impor.
Kondisi ini menekankan pentingnya upaya peningkatan populasi dan perbaikan mutu genetik
ayam Kampung. Perkembangan teknologi di bidang peternakan untuk peningkatan populasi
maupun perbaikan mutu genetik ternak semakin gencar dilakukan. Inseminasi buatan (IB) pada
unggas adalah salah satu teknologi reproduksi dengan memanfaatkan semen dari pejantan
unggul untuk diinseminasikan ke ayam betina produktif dengan tujuan meningkatkan mutu
genetik keturunan, mengoptimalkan pejantan unggul dan memperbanyak day old chick dengan
umur yang seragam. Namun, keberhasilan inseminasi bergantung pada kualitas spermatozoa
yang diinseminasikan.

Spermatozoa adalah sel yang sangat sensitif terhadap perubahan suhu lingkungan.
Menurut Andhare dan Poojary (2015) suhu penyimpanan mempengaruhi fluiditas membran dan
mempengaruhi daya fertil spermatozoa. Spermatozoa dihasilkan dari testis ayam yang berada di
dalam tubuhnya. Testis ayam berfungsi normal pada suhu 41 °C mendekati suhu tubuh ayam
(Suyadi dan Wahjuningsih, 2021). Pada saat koleksi semen, spermatozoa keluar dan berada
pada kondisi lingkungan dengan suhu lebih rendah dari suhu tubuh ayam tersebut. Untuk
memperpanjang daya hidup spermatozoa pasca penampungan maka diperlukan penyimpanan
pada suhu rendah (5 °C). Menurut Gibb dan Aitken (2016) pendinginan spermatozoa pada suhu
antara 4-10 °C bertujuan untuk membatasi laju metabolisme. Penghambatan laju metabolisme
tersebut bisa memperpanjang daya hidup spermatozoa. Namun, penyimpanan spermatozoa
langsung dari suhu tinggi ke suhu rendah dapat menyebabkan perubahan fisiologis pada
spermatozoa itu sendiri. Menurut Clarke dkk. (1982) penurunan suhu inkubasi spermatozoa
ayam dari 41 °C hingga 5 °C menurunkan konsumsi oksigen spermatozoa tersebut. Sedangkan
Chanavat dkk (2005) melaporkan bahwa peroksidasi lipid, influks kalsium, fospolipid disorder
lebih banyak terjadi pada spermatozoa yang disimpan pada suhu 4 °C jika dibandingkan 15 °C.

Membran plasma spermatozoa adalah struktur yang berfungsi penting melindungi
spermatozoa terhadap cedera ekstraseluler dan berperan penting dalam interaksi spermatozoa
dengan sel telur pada proses fertilisasi (Tapia dkk, 2012). Untuk mencapai dan menembus sel
telur, spermatozoa harus memiliki motilitas progresif (Dcunha dkk, 2020). Namun, paparan suhu
yang tinggi dapat menurunkan motilitas progresif pada spermatozoa (Gong dkk, 2017).
Pendinginan semen hingga 5 °C diketahui mampu meningkatkan permeabilitas membran
plasma spermatozoa (Gaczarzewicz dkk, 2015). Penelitian-penelitian lainnya menunjukkan
bahwa suhu penyimpanan berpengaruh terhadap kualitas spermatozoa. Kerusakan membran sel
jauh lebih rendah ketika spermatozoa disimpan pada suhu 20 °C jika dibandingkan ketika
disimpan pada suhu 37°C dan 25 °C (Andhare dan Poojary, 2015). Pendinginan spermatozoa
dari 25 hingga 5 °C dan pemanasan berikutnya hingga 40 °C menyebabkan perubahan fluiditas
membran sel (Canvin dan Buhr, 1989). Berdasarkan hal tersebut maka penelitian ini dilakukan
dengan tujuan untuk mengetahui perbedaan variabel motilitas dan keutuhan membran plasma
spermatozoa ayam Kampung yang disimpan langsung pada suhu 5 °C dengan penyimpanan
dengan penurunan suhu yang bertahap setelah proses koleksi semen.

(Copyright © 2023 by author.
This is open access article under a Creative Commons_Attribution-NonCommercial-ShareAlike 4.0

International License).



http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/
https://doi.org/10.24252/anoa.v2i2.

Kheruddin, Motilitas dan Keutuhan Membran Plasma Spermatozoa Ayam
Kampung yang Disimpan dengan Penurunan Suhu yang Berbeda

METODE PENELITIAN
Rancangan Penelitian
Penelitian ini menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) dengan 3 taraf perlakuan dan
9 kali ulangan. Perlakuan yang digunakan yaitu:
P1 = penyimpanan pada suhu tetap 5 °C selama 75 menit.
P2 = penyimpanan pada suhu yang diturunkan bertahap dari 41 °C 30 menit - 21 °C 30 menit - 5
°C 15 menit.
P3 = penyimpanan pada suhu yang diturunkan bertahap dari suhu 41°C 15 menit - 31 °C 15 menit
-21°C 15 menit - 11 °C 15 menit - 5 °C 15 menit.
Prosedur penelitian
Persiapan Pejantan
Semen yang digunakan berasal dari semen ayam Kampung jantan berumur lebih dari satu
tahun yang dipelihara menggunakan kandang individu berukuran 40 x 50 x 70 cm (Khaeruddin
dan Kurniawan, 2020; Khaeruddin dan Srimaharani, 2019).
Koleksi Semen dan Penyimpanan Semen
Semen ditampung dengan menggunakan teknik abdominal massage (Burrows dan
Quinn, 1937). Bagian perut di sekitar kloaka dipijat hingga ayam terangsang yang ditandai
dengan terangkatnya ekor, pemerahan dilakukan segera setelah bagian papilla keluar pada
kloaka hingga semen keluar. Tabung kecil digunakan dalam menampung semen kemudian di
bawa ke laboratorium. Semen ayam ditampung sekali dalam dua hari. Semen segar dibagi
dalam tiga microtube dan disimpan 75 menit dengan suhu sesuai perlakuan.
Parameter Penelitian
Motilitas Spermatozoa
Larutan infus (KA-EN 3B®, Otsuka) 10 uL diletakkan pada kaca preparat dicampur dengan
semen 0.2 pyL kemudian dihomogenkan. Preparat ditutup dengan kaca penutup dan diamati
pada mikroskop cahaya perbesaran 40 Xx. Penampakan objek direkam dengan kamera
kemudian video diinput ke komputer. Penilaian motilitas dilakukan secara objektif dengan
menghitung spermatozoa yang bergerak progresif, non progresif, immotil dan motilitas total pada
200 sel spermatozoa. Rumus perhitungan motilitas sebagai berikut:
. Jumlah spermatozoa motil
Motilitas total (%) = - —x 100
Total spermatozoa yang diamati
. ] Jumlah spermatozoa motil progresif
Motilitas progresif (%) = - —x 100
Total spermatozoa yang diamati
. ] Jumlah spermatozoa motil non progresif
Motilitas non progresif (%) = - - x 100
Total spermatozoa yang diamati
Jumlah spermatozoa immotil

I til (%) = 100
mmotil (%) Total spermatozoa yang diamati

Keutuhan Membran Plasma Spermatozoa

Pengamatan keutuhan membran plasma spermatozoa menggunakan teknik hypoosmotic
swelling test berdasarkan Mehdipour dkk. (2016) dan Najafi dkk. (2021) dengan sedikit modifikasi
oleh peneliti. Larutan hipoosmotik dibuat dengan komposisi 0.9 g fruktosa dan 0.49 g sodium
sitrat dilarutkan dalam 100 pL air destilasi. Semen segar 5 pL dicampur dengan 100 pL larutan
hipoosmotik dan diinkubasi pada suhu 37 °C selama 30 menit. Setetes semen diletakkan pada
kaca preparat yang telah dihangatkan dan ditutup dengan gelas penutup. 200 sel spermatozoa
diamati pada mikroskop Cahaya perbesaran 40x. Identifikasi spermatozoa dengan membran
plasma utuh berdasarkan Santiago-Moreno dkk. (2009) yaitu ekor membengkok, ujung ekor
melipat, bagian tengah membengkok, ekor memendek dan menebal.
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Analisis Data

Data hasil penelitian diuji normalitasnya menggunakan uji Shapiro Wilk. Data yang
berdistribusi normal dilanjutkan dengan Analysis of Variance (ANOVA) jika ditemukan pengaruh
perlakuan yang nyata maka dilakukan uji Jarak Berganda Duncan. Analisis data menggunakan
software SPSS 16.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Motilitas Spermatozoa

Motilitas spermatozoa dapat dinilai berupa gerakan progresif (arah depan) dan non
progresif (gerakan acak atau osilasi) (Suyadi dan Wahjuningsih, 2021). Hasil penelitian
menunjukkan bahwa perlakuan penyimpanan selama 75 menit dengan tahapan penurunan suhu
yang berbeda tidak berpengaruh (P>0.05) terhadap persentase motilitas total, progresif, non
progresif dan persentase spermatozoa immotil (Tabel 1). Tidak adanya perbedaan motilitas ini
mungkin disebabkan karena waktu penyimpanan yang relatif singkat, perbedaan motilitas
kemungkinan akan terjadi jika semen disimpan pada waktu yang lebih lama dari penelitian ini.
Hasil penelitian ini didukung oleh penelitian Blank dkk, (2021) yang menyatakan tidak adanya
perbedaan motilitas total dan motilitas progresif pada spermatozoa ayam yang disimpan 2-4 jam
pada suhu 25 °C dengan 5 °C.

Tabel 1. Hasil pengamatan motilitas spermatozoa ayam Kampung setelah penyimpanan 75 menit
dengan perlakuan penurunan suhu yang berbeda

Perlakuan  Progresif (%)  Non progresif (%) Immotil (%) Motilitas total (%)
P1 25.3616.99 42.25+5.58 32.70+4.55 67.30+4.55
P2 27.02+5.32 43.65+5.37 29.32+5.37 70.68+4.21
P3 41.22+8.99 35.86+5.86 22.92+5.04 77.0815.04

Keterangan: P1: 5 °C, P2: 41°C-21°C-5°C, dan P3: 41°C-31°C-21°C-11°C-5°C.

Motilitas total yang diperoleh setelah penyimpanan 75 menit pada penelitian ini yaitu 67-
30-77.08%. Hasil ini hampir sama dengan yang didapatkan oleh Kusuma dkk. (2018) dengan
menggunakan pengencer kuning telur fosfat ditemukan bahwa motilitas spermatozoa ayam
Pelung yang disimpan selama 60 menit pada suhu 29 °C adalah 76.1%.

Hasil penelitian ini berbeda dengan penelitian Vasi¢ek dan Chrenek (2013) bahwa motilitas
progresif pada spermatozoa ayam lebih tinggi selama penyimpanan 60 menit pada suhu 8 °C jika
dibandingkan dengan penyimpanan 37 °C. Namun, motilitas progresif yang diperoleh pada
penelitian ini yaitu 25.36-41.22% hampir sama dengan yang didapatkan Vasi¢ek dan Chrenek
(2013) yaitu 27.10% pada spermatozoa ayam Lohman yang disimpan pada suhu 8 °C selama 60
menit. Namun lebih rendah dari yang didapatkan Clarke dkk. (1982) vyaitu 80% pada
penyimpanan 3 jam dengan suhu 5 °C.

Persentase motilitas non progresif pada penelitian ini pada umumnya lebih tinggi jika
dibandingkan persentase motilitas progresif. Sejalan dengan penelitian Davila dkk. (2015) bahwa
persentase motilitas non progresif (53.01%) lebih tinggi dari motilitas progresif (28.27%) pada
spermatozoa ayam Spanyol yang disimpan pada suhu 5 °C selama 45 menit.

Motilitas spermatozoa unggas dipengaruhi oleh banyak faktor, di antaranya suhu
penyimpanan. Umumnya spermatozoa memiliki motilitas rendah pada suhu yang terlalu tinggi
atau terlalu rendah dengan kisaran yang ideal adalah 20-37 °C (Sarkar, 2020). Motilitas
spermatozoa unggas dapat dipengaruhi oleh jumlah oksigen dan ion kalsium yang ada dalam
spermatozoa (Suyadi dan Wahjuningsih, 2021). Namun, penurunan konsumsi oksigen pada
spermatozoa ayam dapat terjadi Ketika suhu inkubasi 41 °C diturunkan hingga 5 °C (Clarke dkk.,
1982). Menurut Chakraborty dan Saha (2022), motilitas spermatozoa dipengaruhi oleh pH
intraseluler dan ekstraseluler bersama dengan ion kalsium (Ca?*) dan ion karbonat (konsentrasi
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HCO3"). Penurunan suhu menyebabkan peningkatan serapan kalsium oleh spermatozoa dan
efeknya lebih besar jika laju pendinginan lebih cepat (White, 1993).
Keutuhan Membran Plasma Spermatozoa

Hasil penelitian menunjukkan bahwa perlakuan penyimpanan selama 75 menit dengan
tahapan penurunan suhu yang berbeda tidak berpengaruh (P>0.05) terhadap keutuhan membran
plasma spermatozoa ayam Kampung (Gambar 1 & 2). Tidak adanya perbedaan keutuhan
membran plasma ini mungkin disebabkan karena waktu penyimpanan yang relatif singkat,
perbedaan kemungkinan akan terjadi jika semen disimpan pada waktu yang lebih lama dari
penelitian ini. Hasil ini sejalan dengan penelitian Blank dkk, (2021) yang menunjukkan tidak ada
perbedaan keutuhan membran plasma spermatozoa ayam yang disimpan pada suhu 5 -C dan

25C.
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Gambar 1. Keutuhan membran plasma spermatozoa ayam Kampung setelah penyimpanan 75
menit dengan perlakuan penurunan suhu yang berbeda.
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Gambar 2. Hasil pengamatan keutuhan membran spermatozoa ayam Kampung (perbesaran
40x) dengan teknik hypoosmotic swelling test (HOST). Spermatozoa dengan
membran plasma utuh ditandai dengan ekor membengkok (a) atau bagian tengah
yang membengkok (b).

Spermatozoa yang membengkok dalam larutan HOST menunjukkan spermatozoa dengan
membran plasma spermatozoa utuh (Gambar 2). Semen yang normal memiliki minimal 60%
spermatozoa dengan membran plasma utuh spermatozoa sedangkan jika semen yang abnormal
jika spermatozoa dengan membran plasma utuh hanya 40% (Zubair dkk, 2015). Sehingga
spermatozoa pada penelitian ini tergolong sangat baik karena keutuhan membrane di atas 90%.
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Abbaspour dkk. (2020) melaporkan pada semen segar ayam broiler diperoleh keutuhan membran
plasma spermatozoa berkisar 70.47-90.27%. Sedangkan keutuhan membran plasma 89.2-91.5%
didapatkan ketika spermatozoa ayam disimpan pada suhu 5 °C selama 0 jam menggunakan
pengencer (Masoudi dkk. 2020).

Membran plasma spermatozoa adalah struktur yang sangat penting yang berfungsi dalam
proses fertilisasi (Tapia dkk, 2012). Namun, sejumlah faktor dapat merusak membran plasma
spermatozoa selama pemrosesan semen seperti pengencer semen yang tidak sesuai,
sentrifugasi, pendinginan dan penyimpanan pada suhu 4-6 °C (Aurich, 2005). Membran sel
spermatozoa terdiri dari gabungan kompleks lipid termasuk fosfolipid, glikolipid dan sterol
(Gautier dan Aurich, 2022). Membran sel spermatozoa ayam mengandung asam lemak tak jenuh
ganda yang tinggi sehingga mudah mengalami peroksidasi lipid (Mussa dkk, 2021). Peroksidasi
lipid dapat menyebabkan hilangnya fluiditas dan keutuhan membran sel spermatozoa (Colagar
dkk, 2013).

KESIMPULAN
Spermatozoa ayam Kampung yang dikoleksi dapat langsung disimpan pada suhu 5 °C
tanpa adanya perlakuan penurunan suhu yang bertahap karena tidak ditemukan perbedaan
variabel motilitas dan keutuhan membran plasma pada perlakuan tersebut.
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