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Abstract

The main problems in the frozen semen Holstein Friesian cows are poor quality
of semen after thawing. During the freezing process between 20-80% spermatozoa can be
dead. The freezing process can also lead to decreased sperm motility due to the influence
of diluent or damage caused by cold shock. This study examined the motility, viability,
capacitation, and the expression of cytochrome C on spermatozoa Fresian Holstein bulls
(FH) after thawing at a temperature and time given diluter Milk Egg Yolk (SKT). We use
24 frozen semen of dairy cows were divided into 5 treatment. The results showed that
at 37 °C temperature and 30 seconds duration have a number of maximum motility and
viability, capacitation figures are not too high, and the expression of cytochrome C is low.
The conclusion of this study, thawing can be done at 37 °C temperature and 30 seconds
duration because of the quality of spermatozoa produced is still quite good.

Keywords: Cytochrome C, Capacitation, Friesian Holstein, Thawing, Milk Egg Yolk
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Pendahuluan

Faktor penghambat yang
diduga sebagai penyebab penurunan
produksi ternak di Indonesia adalah
manajemen pemeliharaan yang belum
optimal, yang ditandai dengan sistem
pemeliharaan yang bersifat tradisional,
belum berorientasi agribisnis dan tidak
memperhatikan faktor produksi (Sardjito

et al., 2008). Salah satu cara untuk
meningkatkan produktivitas ternak
dengan memperbaiki kinerja reproduksi.
Proses reproduksi yang berjalan normal
akan diikuti oleh produktivitas ternak
sapi perah yang semakin baik. Semakin
tinggi kemampuan reproduksi, semakin
tinggi pula produktivitas ternak tersebut
(Oktaviani, 2010).
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Salah satu upaya dalam perbaikan
produktivitas ternak sapi perah dapat
dilakukan dengan metode Inseminasi
Buatan (IB) menggunakan semen
beku. Inseminasi Buatan merupakan
program yang telah dikenal oleh
peternak sebagai teknologi reproduksi
ternak yang efektif (Susilawati, 2011).
Keberhasilan Inseminasi Buatan (IB)
menggunakan semen beku salat satunya
dapat dicapai melalui kualitas bahan
pengencer (diluter) semen. Bahan
pengencer tersebut mengandung zat —zat
makanan sebagai sumber energi dan tidak
bersifat racun bagi spermatozoa, dapat
melindungi spermatozoa dari kejut dingin
(cold shock), menghambat pertumbuhan
mikroba serta bersifat sebagai penyangga
(Djanuar, 1985).

Permasalahan utama pada semen
beku sapi perah adalah rendahnya
kualitas semen setelah dilakukan thawing.
Selama proses pembekuan antara 20
— 80% spermatozoa dapat mengalami
kematian (Hardijanto dkk, 2010). Proses
pembekuan spermatozoa juga bisa
menyebabkan penurunan motilitas yang
disebabkan karena pengaruh pengencer
atau kerusakan yang disebebkan oleh
proses pembekuan (cold shock). Proses
cooling, freezing, dan thawing dapat
menimbulkan stress fisik dan kimia
pada membran spermatozoa yang dapat
menurunkan viabilitas dan kemampuan
fertilitasnya (Chatterjee et al, 2001).
Gadella et al, 2000 melaporkan ada
proses penting selama proses pembekuan
yaitu produksi reactive oxygen species
(ROS) dimana dapat mengubah fungsi
dan struktur membran spermatozoa.
Demikian pula menurut Rizal (2005)
mengatakan bahwa kejutan  dingin
(cold shock) dan serangan radikal bebas
diakibatkan karena adanya kontak antara
spermatozoa dengan oksigen pada saat
koleksi dan pengolahan spermatozoa
yang membuat spermatozoa mengalami
kematian (apoptosis).

Kematian pada spermatozoa melalui
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jalur intrinsik terjadi akibat permeabilitas
membrane mitokondria meningkat dan
pelepasan molekul protein pro-apotosis
kedalam sitoplasma tanpa memerlukan
reseptor kematian. Faktor pertumbuhan
dan sinyal lainnya dapat merangsang
pembentukan  protein  anti-apoptosis
Bcl-2, yang berfungsi sebagai regulasi
apoptosis. Protein anti apoptosis yang
utama adalah Bcl-2 dan Bcl-x yang pada
keadaannormal terdapat pada mitokondria
dan sitoplasma. Pada saat sel mengalami
stress  oksidatif (ROS), Bcl-2 dan
Bcel-x akan menghilang dari membrane
mitokondria dan kemudian digantikan
oleh pro-apoptosis protein, seperti Bak,
Bax dan Bim. Sewaktu kadar Bcl-2 dan
Bcl-x menurun, permeabilitas membrane
mitokondria meningkat, beberapa protein
dapat mengaktifkan cascade caspase.
Salah satu protein tersebut adalah
sitokrom c yang diperlukan untuk proses
respirasi mitokondria. Pada sitosol,
sitokrom ¢ berkaitan dengan APAF-
1 (4poptosis Activating Factor 1) dan
mengaktifkan caspase-9 yang kemudian
akan mengaktifkan caspase-3 sehingga
terjadi kematian pada spermatozoa
(Lumongga, 2008).

Penelitian ini  bertujuan untuk
membuktikan perbedaan waktu thawing
pada semen beku sapi Friesian Holstein
(FH) yang diberikan diluter Susu Kuning
Telur (SKT) dapat memberikan perbedaan
persentase  motilitas dan  viabilitas
spermatozoa,  perbedaan  kapasitasi
spermatozoa, dan ekspresi sitokrom c
sebagai penanda jalur instrinsik kematian
sel spermatozoa.

Materi dan Metode Penelitian

Sampel semen beku sapi perah
penelitian sejumlah 24 sampel semen
beku sapi perah (FH) yang diambil dari
penjantanunggul yangsudahterujikualitas
spermatozoa dan hasil keturunannya.
Bahan yang digunakan dalam penelitian
ini adalah sebagai berikut: semen beku
sapi perah dengan diluter Susu Kuning
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Telur (SKT), cutex transparan, larutan
DABCO, larutan CTC, dan larutan CTC
fixatif, air suhu 37°C, NaCl fisiologis,
Phosphate Buffered Saline (PBS), N, cair,
zat warna eosin-negrosin, spiritus, FLuo-
3, PBS(-), Antibodi Sitokrom C (Bioss,
MA 01801). Alat yang digunakan dalam
penelitian ini meliputi: thermometer,
tabung Erlenmeyer (Pyrex®), waterbath,
mikropipet tips (100ul, 200ul, 20ul),
Mikroskop Olympus DP12, Kamera
Nikon DS Fi2, Mikroskop Nikon Eclipse
H600L, Mikroskop Confocal Laser
Scanning (Argon), obyek glass, cover
glass, container, N, cair, incubator, spuit
(3ml, 5ml), petri disc, Bunsen spiritus,
pinset, dan container gas.

Eksperimen (Perlakuan Penelitian)
Sampel semen beku sapi perah
penelitian  terbagi menjadi  empat
perlakuan semen yang dithawing dengan
suhu 27°C selama 10 detik sebagai
kontrol (P0), 37°C selama 10 detik (P1),
semen yang dithawing dengan suhu 37°C
selama 20 detik (P2) dan semen yang
dithawing dengan suhu 37°C selama 30
detik (P3). Berdasarkan hasil perhitungan
didapatkan ulangan yang dibutuhkan
setiap perlakuan adalah 6, sehingga
keseluruhan untuk 4 perlakuan adalah 24
sampel. Setelah dilakukan proses thawing
dengan suhu dan waktu yang berbeda,
selanjutnya dilakukan empat pemeriksaan
yaitu pemeriksaan motilitas spermatozoa
dengan cara meneteskan sedikit semen di
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atas gelas obyek yang telah dibersihkan
dengan alkohol 70% dan ditutup dengan
gelas penutup kemudian diperiksa di
bawah mikroskop dengan pembesaran 100
kali, pemeriksaan viabilitas spermatozoa
diperiksa melalui pembuatan preparat
ulas dengan zat warna eosin- negrosin
dan dilihat di bawah mikroskop cahaya
pembesaran 400X per 100 spermatozoa,
pemeriksaan  kapasitasi  spermatozoa
di bawah mikroskop flourescen yang
ditandai spermatozoa yang terkapasitasi
bagian 2/3 akrosom berfluoresen dengan
pewarnaan CTC, dan pemeriksaan
ekspresi sitokrom ¢ melalui pewarnaan
secara Imunohistokimia, spermatozoa
yang mengekspresikan  sitokrom ¢
sitosolik tampak berwarna coklat pada
sperm tail yaitu middle piece hingga end
piece.

Analisa Statistik

Rancangan penelitian yang
digunakan dalam penelitian ini adalah
Rancangan Acak Lengkap (RAL). Data
dianalisis menggunakan Multivariate
Analysis of Variant (MANOVA) pada
tingkat kepercayaan 5% dengan uji Wilk's
Lamda untuk mengetahui perbedaan
nilai variable antar kelompok. Jika pada
masing-masing perlakuan menunjukkan
perbedaan  dilanjutkan  dengan  uji
Hotteling s Trace (T) (Santoso, 2005).

Hasil dan Pembahasan
Kualitas Mikroskopis Spermatozoa Post
Thawing

Tabel 1. Rerata dan Standart Deviasi persentase motilitas spermatozoa post-thawing sapi

FH
Variasi 20 detik 30 detik 40 detik
17°C 20,67 £ 5,51 (P1,1) 35,00+ 1,00 (P1,2) 37,33 +£6,11 (P1,3)
27°C 39,00+ 7,21 (P2,1) 47,67+4,04 (P2,2) 50,33 +1,53(P2,3)
37°C 56,67 2,89 (P3,1) 58,67+3,01 (P3,2) 51,67+1,53(P3,3)
Superskrip dengan notasi yang berbeda menunjukkan perbedaan yang sangat nyata

(p<0,05)
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Tabel 2. Rerata dan Standart Deviasi persentase viabilitas spermatozoa post-thawing

sapi FH
Variasi 20 detik 30 detik 40 detik
17°C 52,67 +3,06 (P1,1)  59,00+2,65(P1,2) 59,67+0,58 (P1,3)
27°C 60,33 £5,03 (P2,1) 64,33 +£3,79 (P2,2) 70,67 +2,08 (P2,3)
37°C 82,67 +4,16 (P3,1)  83,33+3,51(P3,2) 77,67+5,03(P3,3)

Superskrip dengan notasi yang berbeda menunjukkan perbedaan yang sangat nyata

(p<0,05)

Hasil penelitian terhadap motilitas
menunjukkan angka motilitas terendah
terjadi pada perlakuan P1,1 yaitu semen
yang dithawing pada temperatur 17
°C dengan waktu 20. Angka motilitas
tertinggi didapatkan pada perlakuan
P3,2 yaitu semen yang dithawing pada
temperatur 37 °C dengan waktu 30 detik.

Thawing semen harus melewati
proses yang cepat karena dapat secara
langsung mengembalikan kondisi normal
komposisi ionic intraseluler sel (Arthur et
al., 1994). Namun apabila waktu thawing
terlalu cepat akan mengakibatkan
kerusakan membrane yang
mengakibatkan kematian spermatozoa.
Hal ini diperkuat dengan Pratiwi et
al.,(2009) yang menyatakan bahwa
thawing yang terlalu cepat kemungkinan
terjadi kristalisasi es ulang dalam sel

— sel yang mengakibatkan kerusakan
membrane. Kerusakan membrane akan
menyebabkan permeabilitas membrane
spermatozoa menurun sehingga dapat
mengganggu proses metabolism sel yang
mengakibatkan motilitas menurun serta
tidak dapat membuahi sel telur bahkan
menyebabkan kematian spermatozoa
(Riadi, 2004).

Pratiwi et al.,(2009) melaporkan hasil
Post Thawing Motility (PTM) tertinggi
pada semen sapi Limousin dan Brahman
pada perlakuan lama thawing air ledeng
PDAM selama 0 menit (45 detik) masing
— masing sebesar 41,5% dan 40,0%. Ini
menunjukkan bahwa bila suhu thawing
semakin rendah dan durasi thawing yang
panjang menyebabkan terjadi penurunan
daya motilitas individu.

Gambar 1. Viabilitas pada spermatozoa dengan pewarnaan eosin negrosin (pembesaran
1000X, diambil dengan kamera Sony Cybershot 12 megapixel). (A)
spermatozoa mati tampak berwarna merah, (B) spermatozoa hidup tampak

berwarna bening (transparan).
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Hasil penelitian terhadap viabilitas
menunjukkan bahwa viabilitas
spermatozoa sapi FH yang dithawing
dengan waktu 30 detik dan temperatur
37 °C memiliki angka viabilitas paling
tinggi (P32), tetapi jika waktu atau durasi
thawing ditambah menjadi 40 detik,
angka viabilitas mengalami penurunan
kembali .
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Suhu thawing dan durasi yang
tidak sesuai mengakibatkan membran
spermatozoa  mengalami  kerusakan
sebagai akibat cekaman panas dan kontak
dengan oksigen. Membran spermatozoa
yang tersusun dari fosfolipid mengalami
reduksi karena timbulnya asam lemak
dari proses peroksidasi sel (Asmarinah,
2010).

Kualitas Seluler Spermatozoa Post-
Thawing

Tabel 3. Rerata dan Standart Deviasi persentase kapasitasi spermatozoa post-thawing

sapi FH
Variasi 20 detik 30 detik 40 detik
17°C 5,00 +2,00 (P11) 6,00 = 1,00 (P12) 8,67 0,58 (P13)
27°C 6,67 + 1,16 (P21) 6,00 = 2,00 (P22) 9,67 + 0,58 (P23)
37°C 9,33 + 1,53 (P31) 10,67 £ 1,16 (P32) 13,00 & 3,00 (P33)

Superskrip dengan notasi yang berbeda menunjukkan perbedaan yang sangat nyata

(p<0,05)

Hasil penelitian menunjukkan bahwa
angka persentase kapasitasi tertinggi
didapatkan pada P33 yaitu thawing pada
suhu 37 °C dan durasi waktu terlama 40
detik.

Salah satu perubahan penting yang
terjadi pada spermatozoa dalam proses
kapasitasi adalah terdapat perubahan
konsentrasi ion Ca®". Hal ini akibat
terdapat perubahan lingkungan mikro
selama spermatozoa berada pada saluran
reproduksi betina. Molekul energy ATP
juga merupakan komponen penting untuk
motilitas spermatozoa yang cepat dan
progresif. Aliran keluar masuk ion-ion

dan ATP yang keluar dari mitokondria
dimungkinkan karena terdapat kanal
— kanal ion pada membrane plasma
spermatozoa. Perubahan konsentrasi
ion-ion yang disertai molekul ATP
yang siap digunakan oleh komponen
aksonema; akan memicu proses fisiologis
spermatozoa (Asmarinah, 2010).
Pemasukan kalsium melalui calcium
channel pada membrane sel, shingga akan
terjadi peningkatan aktivitas kalsium yan
tergantung pada myosin ATP-ase. Hal
ini berpengaruh terhadap peningkatan
produksi energy yang tinggi hasil oksidasi
fosfat (Tartagloine dan Ritta, 2004).

Tabel 4. Rerata dan Standart Deviasi ekspresi sitokrom C spermatozoa post-thawing

sapi FH
Variasi 20 detik 30 detik 40 detik
17 °C 25,00 £ 4,58 (P11) 20,33 £5,51(P12) 19,33 £4,04 (P13)
27°C 11,67 + 3,06 (P21) 8,33 £ 1,16 (P22) 6,67 £2,31 (P23)
37°C 7,00 = 1,00 (P31) 2,67+ 1,16 (P32) 4,67 + 3,01 (P33)

Superskrip dengan notasi yang berbeda menunjukkan perbedaan yang sangat nyata
(p<0,05)
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Gambar 2 Ekpresi sitokrom C dari
spermatozoa sapi FH yang
dithawing dengan variasi waktu
dan temperatur. (pembesaran
1000X,  diambil  dengan
kamera Sony Cybershot 12
megapixel). (A) spermatozoa
yang terekspresi  sitokrom
C tampak warna kecoklatan
pada leher  spermatozoa,
(B) spermatozoa yang tidak
terekspresi sitokrom C tampak
warna biru normal

Hasil  penelitian ~ menunjukkan
bahwa ekspresi sitokrom C spermatozoa
sapi FH dengan berbagai variasi waktu
dan temperatur thawing terlihat urutan
tertinggi sampai terendah yaitu pada
kelompok P11 — P32, tetapi pada
P33 ekspresi sitokrom C mengalami
peningkatan kembali.

Apoptosis secara seluler merupakan
proses normal yang terjadi selama
perkembangan  embrional.  Selama
proses spermatogenesis telah dilaporkan
terjadi proses apoptosis yang diatur oleh
ekspresi gen p53, p21, kaspase, bcl-2 dan
Fas (Said et al., 2004).

Sinyal penyebab kematian sel
(apoptosis) antara lain reactive oxygen
species (ROS) (Deshpande et al., 2000),
aktivasi berlebihan dari jalur Ca2+,
protein famili B-cell lymphoma-2 (Bcl2)
seperti Bcl2 associated x protein (Bax) dan
Bcl-2 associated death promotor (Bad).
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Pada fase efektor, sel akan mengalami
kematian karenakerja pusat pengatur yaitu
mitokondria mengarah pada kematian
sel. Fase terakhir yaitu fase degradasi
melibatkan serangkaian peristiwa yang
terjadi baik di sitoplasma maupun di
dalam inti sel. Aktivasi caspase terjadi
di dalam sitoplasma sedangkan pada inti
sel terjadi kondensasi kromatin, selubung
inti pecah dan terjadi fragmentasi DNA
untuk selanjutnya menjadi apoptotic body
(jisim apoptotik) yang difagositosis oleh
sel sekelilingnya maupun oleh makrofag
(Susin et al., 1998).

Kesimpulan

Thawing semen beku sapi FH yang
diberikan pengencer susu kuning telur
(SKT) sangat dipengaruhi temperatur
dan durasi waktu. Temperatur 37 °C dan
durasi waktu 30 detik mempunyai angka
motilitas dan viabilitas yang maksimal,
angka kapasitasi yang tidak terlalu tinggi,
dan ekspresi sitokrom C yang rendah.
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