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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efektivitas Dimethyl sulfoxide (DMSO) 7%
dalam mempertahankan kualitas spermatozoa yang dipreservasi dengan lama
penyimpanan berbeda. Sampel semen dikoleksi dari dua ekor ayam kampung dewasa
dilanjutkan pemeriksaan secara makroskopis dan mikroskopis. Semen dicampur pada
tabung yang sama lalu diencerkan dengan ringer laktat + kuning telur (RLKT)
ditambahkan DMSO sebanyak 7%. Semen disimpan pada suhu 5 °C selama 0, 2, 4, 6,
dan 24 jam dengan parameter pengamatan meliputi motilitas dan viabilitas, masing-
masing pengulangan sebanyak 3 kali. Penelitian didesain menggunakan rancangan
acak lengkap (RAL) dan diuji lanjut dengan uji duncan pada parameter pengamatan
yang berbeda nyata (P<0,01). Hasil memperlihatkan. Pemanfaatan senyawa DMSO
sebagai pengencer mampu mempertahankan motilitas spermatozoa yang dipreservasi
suhu 5°C hingga penyimpanan O jam, namun berada pada siaran yang layak untuk
dikriopreservasi hingga penyimpanan 6 jam. Pada studi selanjutnya dibutuhkan
pengembangan terkait penggunaan pengencer sebagai krioproktektan dan preservasi
spermatozoa Ayam kampung dengan konsentrasi berbeda.

Kata kunci: Ayam Kampung, Dimethyl sulfoxide (DMSO), Motilitas, Spermatozoa, dan
Viabilitas.

ABSTRACT

The study aims to effectively determine DMSO 7% for the quality of native chicken’s
semen stored at different times. To accumulate a large quantity, semen from two
chickens was pooled. Semen was collected from mature native chicken then evaluated
macroscopically and microscopically. Samples were diluted using extender Ringer
lactate + Yolk (RLKT) + DMSO 7%. Subsequently, the aliquot was incubated for 0, 2, 4,
dan 24 hours to analyze the effect of the duration of storage in 5 °C. All assays (motility
and viability) were conducted immediately after dilution till the end of a time of storage.
Data were analyzed using a one-way analysis of variance. The result illustrated that
DMSO as a diluent was able to maintain the motility of spermatozoa which were
preserved at 5°C for up to O hours of storage but were in a broadcast suitable for
cryopreservation up to 6 hours of storage. Further studies are needed to develop diluents
as cryoprotectants and spermatozoa preservation of free-range chickens with different
concentrations.

Key Words: Dimethyl sulfoxide (DMSO), Motility, Native chicken, Sperm, and Viability.
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PENDAHULUAN

Indonesia memiliki beberapa jenis ayam lokal seperti ayam kampung (Gallus
domesticus) dengan bentuk tubuh ramping dan berotot. Bagi masyarakat umum,
keberadaan ayam lokal mampu memenuhi kebutuhan daging dan kebutuhan telur.
Kecenderungan ayam lokal yang ada di Indonesia memiliki pertumbuhan yang lambat,
produksi telur rendah, dan proporsi tubuh lebih kecil daripada ayam ras sehingga dapat
menurunkan kualitas genetiknya. Perbaikan mutu genetik dapat dilakukan melalui teknik
pemuliabiakan yaitu mengawinkan ternak betina dengan pejantan unggul yang berada
pada garis keturunan berbeda baik secara kawin alam atau inseminasi buatan (IB).
Blanco et al (2009) melaporkan bahwa pemanfaatan IB juga berperan pada unggas yang
hidup di alam liar dan berhasil diterapkan pada program pembibitan penangkaran
unggas terancam punabh.

Dalam mendukung penerapan IB pada ternak unggas, dibutuhkan ketersediaan
spermatozoa dari bibit (pejantan) unggul. Semen bisa dalam bentuk segar (ejakulat) dan
beku (frozen semen). Proses pembekuan melalui teknik kriopreservasi yang diawali oleh
teknik penyimpanan atau equilibrasi. Tahapan ini berarti penyimpanan spermatozoa
pada suhu optimal 5°C selama durasi waktu dua jam. Penanganan semen pada proses
pengenceran memicu pembentukan Reactive Oxygen Species (ROS) yang dapat
menurunkan kualitas semen. Hal ini dapat diminimalkan melalui penambahan anti
oksidan dan bahan penambahan krioprotektan seperti DMSO.

Komposisi bahan pengencer yang digunakan berperan dalam melindungi
spermatozoa dari cekaman dingin serta sebagai penyangga terhadap perubahan pH
pada saat proses penanganan semen. Penggunaan pengencer juga dapat menambah
volume dari semen, sehingga kuantitas ternak betina yang ingin di IB juga bertambah
sesuai dengan dosis IB yang digunakan. Level penambahan DMSO masih sangat
bervariasi, namun level 7%; 10% memperlihatkan motilitas dan tingkat fertilitas terbaik
(Junaedi, 2016; Telnoni; 2016). Melalui penambahan DMSO ke dalam pengencer ringer
laktat kuning telur berdasarkan durasi equilibrasi beberapa jam, ingin diketahui sejauh
mana kualitas spermatozoa yang layak untuk dibekukan. Tujuan dari penelitian adalah
untuk mengetahui efektivitas Dimethyl sulfoxide (DMSO) 7% dalam mempertahankan
kualitas spermatozoa yang dipreservasi pada lama penyimpanan berbeda.
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METODE PENELITIAN

Jenis ternak yang digunakan adalah ayam kampung dengan pemenuhan kriteria:
dewasa kelamin (umur 1,5 tahun); berbadan sehat; dan memiliki bobot tubuh
proporsional sebagai ayam pejantan. Ternak dipelihara dalam kandang individu dan
dipisahkan dari ternak betina selama masa habituasi dan penampungan semen (dua
pekan). Jenis pakan yang diberikan adalah pakan komersial (PT. Japfa Comfeed
Indonesia). Pemberian pakan 120 g/ hari dengan waktu pemberian pakan pada pagi dan
sore hari, sedangkan pemberian air minum secara ad libitum.

Pemeliharaan ternak dilakukan pada usaha peternakan ayam kampung Dahama
Farm milik masyarakat. Pengamatan sampel semen dilaksanakan di laboratorium
Prosesing semen Fakultas Peternakan, Universitas Hasanuddin.
Persiapan bahan pengencer.

Bahan pengencer yang digunakan mengacu pada metode penelitian Junaedi
(2016) yaitu RKTL (ringel laktat + Kuning telur) ditambahkan DMSO sebanyak 7% dari

total pengencer yang digunakan (Tabel 1).

Tabel 1. Komposisi bahan pengencer semen Ayam Kampung menggunakan Dimethyl
Sulfoxide (DMSO) 7%.

No Komposisi

1 Ringer Laktat (mL) 8,3

2 Kuning Telur (mL) 1

3 DMSO (mL) 0,7

4 Penisilin (IU/ mL) 1000

5 Streptomisin (mg/ mL) 1

6 pH 7
Total (mL) 10

Ringer laktat ditambahkan kuning telur kemudian dihomogenkan sampai benar-
benar tercampur sempurna lalu disentrifuge dengan kecepatan 3.000 rpm/ menit selama
10 menit hingga terbentuk natan dan supernatant. Pisahkan supernatant kemudian
ditambahkan Tris hingga kadar pH pengencer mencapai nilai 7 (penggunaan Tris

maksimal 3% dari total pengencer).

Koleksi dan evaluasi semen ejakulat
Semen ayam kampung dikoleksi menggunakan teknik pengurutan dari dua ekor
ternak ayam. Semen yang digunakan berupa pooled semen yaitu menggabungkan
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semen dari dua ekor ternak ayam kampung ke dalam satu wadah. Semen yang
terkumpul kemudian diamati secara makroskopis dan mikroskopis.

Pengamatan makroskopis terdiri dari beberapa pengamatan seperti: Volume;
derajad keasaman (pH); Warna; dan Kkonsistensi, sedangkan evaluasi secara
mikroskopis meliputi gerakan massa; motilitas, viabilitas, dan konsentrasi (Arifiantini,
2012).

Semen diteteskan di atas kaca preparate kemudian diamati secara subjektif di
bawah mikroskop cahaya dengan skor penilaian terhadap gelombang massa yakni:
sangat baik (+++); baik (++); kurang (+); tidak ada gelombang. Penentuan motilitas
spermatozoa dinilai secara subjektif dengan perbandingan Semen dan NaCl fisiologi
yaitu 1:8. Pengamatan dilakukan pada lima lapang pandang dalam satuan persentasi.
Penentuan viabilitas spermatozoa menggunakan pewarna eosin melalui metode
preparate ulas. Pengamatan dilakukan sebanyak 10 lapang pandang atau pada 200 sel
di bawah mikroskop perbesaran 40x10. Spermatozoa yang tidak berwarna dikategorikan
hidup, sedangkan yang berwana tidak hidup.

Pada perhitungan konsentrasi, terlebih dahulu semen diencerkan sebanyak 500
kali (2 pL semen dengan 998 pL NaCL 3%). Penghitungan menggunakan kamar hitung
Neubawer (faktor koreksi 5 kotak hitung). Semen dimasukkan ke dalam tiga tabung
berbeda berdasarkan durasi preservasi (T1= 0 jam; T2= 2 jam; T3= 4 jam; T3= 24 jam)
pada suhu 5 °C. Semen kemudian dilarutkan menggunakan pengencer RKTL DMSO

7% dengan dosis spermatozoa 50 x 10° per 0,25 mL.

Rancangan Penelitian dan Analisis Data

Penelitian ini didesain menggunakan rancangan acak lengkap (RAL)
berdasarkan durasi preservasi (0 jam, 2 jam, 4 jam, 6 jam dan 24 jam) dan tiga kali
ulangan. Presentasi motilitas, dan viabilitas spermatozoa dianalisis menggunakan sidik
ragam dan jika ditemukan adanya perbedaan nyata, maka dilakukan uji lanjut dengan
uji Duncan (Steel dan Torrie, 1995). Data yang diperoleh diolah menggunakan program
SPSS versi 23.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Karakteristik semen ayam kampung yang digunakan dalam penelitian ini
disajikan pada Tabel 2. Semen ditampung dari dua ekor pejantan ayam kampung
sesegera mungkin dilakukan pengamatan secara makroskopis dan mikroskopis. Volume
semen yang diperoleh adalah 0,3 — 0,4 mL, sama dengan yang dilaporkan oleh Danang
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et al (2012) yakni sebanyak 0,3 mL, dan lebih tinggi dari hasil penelitian oleh Junaedi,
dkk (2016) yaitu 0,2 mL. Perbedaan volume semen tiap individu dipengaruhi oleh faktor
genetik dan lingkungan ternak dipelihara.

Warna dari semen berwarna putih susu dengan konsistensi yang kental sebagai
interpretasi konsentrasi sel pada satu kali penampungan. Semen diencerkan sebanyak
200 kali, sehingga diperoleh konsentrasi sebesar 2360 juta/ mL. Nilai tersebut lebih
rendah dari hasil penelitian Junaedi, dkk (2016) dan Danang et al (2012) masing-masing
sebesar 3.126 Juta/ mL dan 3130 juta/ mL. Pengukuran konsentrasi dibutuhkan untuk
menentukan dosis IB yang akan digunakan pada tiap satu kemasan straw.

Secara mikroskopis, motilitas dan viabilitas semen segar ayam kampung pada
penelitian masing-masing sebesar 84% dan 94%. Presentasi motilitas dikatakan normal
jika berada di atas 70% (Dumpala et al, 2006). Nilai viabilitas lebih tinggi dari presentasi
motilitas karena jumlah spermatozoa yang hidup tidak semuanya bergerak progresif
(Kostaman dan Sutama, 2006).

Tabel 2. Karakteristik semen segar ayam kampung

No Karakteristik Semen Rataan + SEM

Makroskopis

1 Volume (mL) 0,3-0,4

2 pH 6,75

3 Warna Putih susu
4 Konsistensi Kental
Mikroskopis

1 Gerakan Massa +++

2 Moatilitas Spermatozoa (%) 84

3 Viabilitas Spermatozoa (%) 94

4 Konsentrasi Spermatozoa (juta/ mL) 2360 x 106

Penilaian semen ayam kampung pada penelitian ini dilakukan sesaat setelah
penampungan (segar) dan setelah equilibrasi atau penyimpanan pada suhu 5 °C dalam
durasi waktu berbeda. Blanco, et al. (2021) melaporkan bahwa penyimpanan semen
pada suhu 5 °C merupakan suhu yang optimal untuk mempertahankan kualitas

spermatozoa ternak ayam.
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Tabel 3. Kualitas semen ayam kampung terhadap lama penyimpanan pada suhu 5 °C.

Lama penyimpanan (jam)

Parameter
0 2 4 6 24
Motilitas (%) 82,5+1,52 78+259® 69,5+55° 65 +4,33° 43 +2,6¢
o 83 +0,5°
Viabilitas (%) 94 +0,52 79,5 +3,5° 74,5 +0,5¢ 46 +2,5°¢

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

Tabel 3 menunjukkan presentasi motilitas spermatozoa setelah diencerkan dan
diequlibrasi pada suhu 5 °C mengalami penurunan seiring bertambahnya masa
penyimpanan. Motilitas spermatozoa pada penyimpanan 2 dan 4 jam berada pada taraf
yang sama, sedangkan pada durasi 6 jam mengalami penurunan yang berbeda nyata
hingga 24 jam (P<0,01). Meski demikian, nilai motilitas hingga 6 jam penyimpanan masih
layak untuk dilanjutkan ke tahap kriopreservasi. Penurunan motilitas disebabkan oleh
perubahan suhu, tekanan osmotik dan menurunnya kadar adenosin triposfat (ATP).
Marcel et al. (2021) melaporkan adanya interaksi antara suhu dan lama penyimpanan
terhadap motilitas, plasma membran, acrosom, dan integritas DNA spermatozoa ayam.
Penurunan presentasi motilitas juga dapat menurunkan aktivitas mitokondria sel, namun
dapat diperlambat melalui penyimpanan suhu 5 °C.

Pemanfaatan DMSO 7% sebagai zat tambahan dalam pengencer memberikan
nilai viabilitas terbaik pada lama penyimpanan 0 jam, kemudian mengalami penurunan
berbeda nyata (P<0,01) pada 2, 4, 6, dan 24 jam setelahnya. Nilai tersebut berada pada
kisaran normal sesuai dengan penelitian Junaedi (2016) melaporkan presentasi
viabilitas ayam kampung setelah equilibrasi 2 jam sebesar 78,89%.

Penurunan presentasi viabilitas dipengaruhi oleh suhu dan durasi penyimpanan.
Sel yang diequilibrasi pada suhu 5°C menyebabkan terjadinya cold shock serta
terbentuknya kristal es yang menembus plasma membran. Penilaian viabilitas
menunjukkan kondisi membran plasma sel spermatozoa. Kuning telur dalam hal ini
sebagai pengencer primer memberikan perlindungan terhadap membran plasma melalui
kandungan kolesterol yang menyerupai struktur membran plasma, sehingga
memberikan perlindungan ganda terhadap perubahan suhu di luar sel (Botham dan
Mayes, 2009). Selanjutnya, penambahan DMSO menembus masuk ke dalam sel,
menggantikan air dalam sel, dan mencegah terjadinya kristal-kristal es intraseluler
(Andrey et al. 2007). Keberhasilan DMSO sebagai bahan pengencer dan krioprotektan
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dilaporkan layak digunakan pada rentang konsentrasi 7% (Junaedi, dkk 2016) dan 10%
(Telnino, 2016), dan pada itik sebesar 10% (Han et al. 2005). Hal tersebut perlu menjadi
perhatian, karena kelebihan konsentrasi krioprotektan dalam media pengencer dapat
bersifat toksik dan terhadap sel lain yang masih hidup dan berpengaruh terhadap
presentasi viabilitas Yulnawati dan Setiadi (2005). Pemanfaatan DMSO pada semen

unggas memperlihatkan daya toleransi yang baik terhadap jenis krioprotektan berbeda.

KESIMPULAN
Pemanfaatan senyawa DMSO sebagai pengencer mampu mempertahankan
motilitas spermatozoa yang dipreservasi suhu 5°C hingga penyimpanan 0 jam, namun
berada pada siaran yang layak untuk dikriopreservasi hingga penyimpanan 6 jam.
Pada studi selanjutnya dibutuhkan pengembangan terkait penggunaan
pengencer sebagai krioproktektan dan preservasi spermatozoa Ayam kampung dengan

konsentrasi berbeda.
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