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ABSTRAK

Penelitian dilakukan untuk mengetahui kualitas spermatozoa epididimis kerbau belang selama
proses pembekuan (kriopreservasi). Bahan pengencer yang digunakan adalah AndroMed® sebagai kontrol
(AM) serta kombinasi AndroMed® dengan 0,2% (80,2) dan 0,4% sukrosa (S0,4). Hasil penelitian
menunjukkan bahwa persentase motilitas spermatozoa epididimis kerbau belang setelah thawing dalam
bahan pengencer AM (41%), nyata (P<0,05) lebih rendah dibandingkan dengan S0,2 (46%) dan S0,4 (46%).
Demikian pula halnya dengan persentase hidup spermatozoa setelah thawing dalam bahan pengencer AM,
80,2, dan S0,4 secara berturut-turut adalah 52,2; 59,8 dan 60,8% (P<0,05). Sementara itu, tidak terdapat
perbedaan nyata (P>0,05) pada persentase membran plasma utuh (MPU) setelah thawing dalam ketiga
bahan pengencer. Persentase MPU setelah thawing perlakuan AM, S0,2, dan S0,4 adalah masing-masing
68; 68,8 dan 66,8%. Dapat disimpulkan bahwa penambahan sukrosa sebagai krioprotektan eksternal ke
dalam bahan pengencer AndroMed® dapat meningkatkan kualitas spermatozoa epididimis kerbau belang
setelah thawing.

Kata Kunci: spermatozoa epididimis, pembekuan, sukrosa, kerbau belang.
ABSTRACT

The objective of this study was to improve the quality of spotted buffalo epididymal spermatozoa
during the cryopreservation process. The diluters were Andromed® as control (AM) and the combination of
AndroMed® with 0.2% sucrose (S0.2) and AndroMed® with 0.4% sucrose (S0.4). The result showed that the
percentage of motility after thawing in AM (41%) was significantly (P<0.05) lower than S0.2 (46%) and S0.4
(46%). The same thing was happened with the percentage of live spermatozoa after thawing. The
percentage of live spermatozoa after thawing in AM, S0.2, and S0.4 were 52, 59.8, and 60.8% (P<0.05),
respectively. However, there was no significantly difference (P>0.05) in the percentage of membrane
integrity between the three extenders. The percentage of membrane integrity after thawing in AM, S0.2,
and S0.4 were 68, 68.8, and 66.8%, respectively. In conclusion, the addition of sucrose as external
cryoprotectant in to basic extender could increase the quality of spotted buffalo epididymal spermatozoa after
thawing.

Key Words: epididymal spermatozoa, cryopreservation, sucrose, spotted buffalo.

PENDAHULUAN 5010). Kepercayaan masyarakat setem-pat

menyatakan bahwa makin banyak kerbau

Sebagai bagian dari keanekaragaman
hayati asli Indonesia, kerbau belang (Bubalus
bubalis) merupakan hewan yang sangat penting
dalam kehidupan sosial masyarakat Tana
Toraja, Sulawesi Selatan. Kerbau belang biasa
digunakan oleh masyarakat untuk upacara
adat, terutama pada acara pemakaman (rambu

belang yang dipotong pada upacara pema-
kaman sebagail penghormatan terakhir akan
makin mudah jalan arwah orang yang
dimakamkan tersebut menuju surga. Keadaan
tersebut menyebabkan harga seekor kerbau
belang jantan yang akan digunakan sebagai
persembahan mencapai ratusan juta rupiah,
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bergantung pada pola atau tipe belangnya,
ukuran/bobot badan serta tipe tanduknya.

Sebagai bentuk kepedulian terhadap
kelestarian sumber daya hayati asli Indonesia,
upaya penyelamatan kerbau belang dari
kepunahan dirasa sangat perlu untuk segera
dilakukan. Penurunan populasi kerbau belang
setiap tahunnya terjadi akibat tingginya
jumlah pemotongan untuk upacara adat serta
rendahnya angka kelahiran kerbau belang. Hal
tersebut terjadi karena pola perkembangbiakan
kerbau belang yang terbatas akibat sistem
pemeliharaannya yang sangat dilindungi oleh
pemiliknya. Seekor kerbau belang jantan
sangat dibatasi untuk melakukan aktivitas
reproduksi oleh pemiliknya akibat adanya
kepercayaan masyarakat setempat  bahwa
kerbau jantan yang telah melakukan aktivitas
reproduksi akan menjadi liar sehingga sulit
dikendalikan. Oleh karena itu, para pemilik
dan peternak kerbau belang biasanya
memelihara ternaknya secara terpisah dalam
kandang khusus agar tidak terjadi aktivitas
reproduksi.

Perlu dilakukan tindakan nyata untuk
mencegah kepunahan kerbau belang. Secara
umum, teknologi reproduksi dapat diterapkan
untuk menghindari kepunahan. Salah satunya
adalah dengan memanfaatkan epididimis
kerbau belang yang sudah dipotong sebagai
sumber spermatozoa, sehingga materi
genetiknya dapat terselamatkan. Apabila
kualitas spermatozoa yang bersumber dari
epididimis tersebut baik dan layak, maka
selanjutnya dapat diproses menjadi semen beku
agar dapat dipergunakan dalam jangka waktu
panjang melalui program inseminasi buatan
(IB). Pada beberapa spesies lainnya, upaya
penyelamatan material genetik dari epididimis
ini telah banyak dilakukan dan hasilnya cukup
menjanjikan, di antaranya pada monyet
(Tollner et al, 1990; Sankai et al., 1994; Feradis
et al, 2001), domba (Graham, 1994; Rizal, 2006),
sapi (Graham, 1994), kucing (Axner et al,, 1998;
Tsutsui et al, 2003; Yulnawati dan Setiadi,
2005), (Kikuchi et al, 1998), badak (Lubbe et al,
1999), beruang (Anel et al, 1999), kuda
(Squires et al, 2000), llama dan alpaca (Bravo
et al., 2000), rusa (Garde et al, 2000; Soler et
al, 2003), anjing (Hori et al., 2004), dan kerbau
Afrika (Herold et al, 2004; Herold et al, 2006).

Secara fisiologis, spermatozoa yang
berasal dari epididimis memang sedikit
berbeda dengan spermatozoa yang berasal dari
ejakulat. Menurut Hafez dan Hafez (2000),
spermatozoa yang berasal dari cauda epididimis
memiliki daya fertilitas hampir sama dengan
spermatozoa ejakulat. Oleh karena itu, upaya
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pemilihan bahan pengencer sebagai media
penyimpanan yang tepat perlu dilakukan agar
dapat meningkatkan kualitas spermatozoa
epididimis kerbau belang setelah pencairan
kembali (thawing).

Salah satu upaya yang mungkin dila-

kukan untuk mempertahankan kualitas
spermatozoa epididimis selama proses krio-
preservasi  (pembekuan) adalah  dengan

menambahkan gula (karbohidrat) ke dalam
larutan pengencer. Gula berfungsi sebagai
substrat bagi sumber energi dan krioprotektan
ekstraseluler, sehingga dapat melindungi dan
menunjang kehidupan spermatozoa selama
proses pengolahan. Gula telah terbukti mampu
memperbaiki kualitas semen beku (sperma-
tozoa ejakulat), seperti sukrosa pada semen
beku sapi (Woelders et al, 1997), trehalosa dan
EDTA pada semen beku domba Pampinta
(Aisen et al, 2000; 2002), serta dextrosa,
rafinosa, trehalosa, dan sukrosa pada semen
domba Garut (Rizal et al., 2006).

Pada penelitian ini dicoba penambahan
beberapa konsentrasi sukrosa ke dalam
pengencer komersial AndroMed® sebagai upaya
mempertahankan kualitas spermatozoa
epididimis kerbau Dbelang selama proses
kriopreservasi. Perbaikan kualitas sperma-
tozoa setelah thawing diharapkan dapat
meningkatkan keberhasilan kebuntingan jika
spermatozoa tersebut dimanfaatkan dalam
berbagai teknologi reproduksi, seperti IB.

METODE PENELITIAN

Penyiapan Spermtozoa Epididimis

Epididimis beserta testis kerbau belang
diperoleh dari hasil pemotongan hewan pada
saat upacara pemakaman keluarga di Desa
Pangli, Kecamatan Rantepao, Kabupaten Tana
Toraja, Sulawesi Selatan. Epididimis dipisah-
kan dari testis dan dibilas dengan larutan NaCl
fisiologis (0,9% NaCl). Selanjutnya spermato-
zoa dari bagian cauda epididimis dikoleksi
dengan kombinasi teknik slicing, pembilasan,
dan penekanan pada setiap jaringan cauda
(Rizal, 2006) menggunakan larutan pengencer
semen komersial AndroMed®. Spermatozoa se-
gar hasil koleksi dievaluasi kualitasnya meli-
puti persentase motilitas, persentase spermato-
zoa hidup, konsentrasi, dan persentase mem-
bran plasma utuh (MPU).

Kriopreservasi Spermatozoa dengan Ber-bagai
Pengencer

Spermatozoa hasil koleksi dibagi ke
dalam tiga buah tabung reaksi dengan volume
yvang sama dan disentrifugasi dengan kece-
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patan 3000 rpm selama 20 menit pada suhu
kamar. Supernatan yang terbentuk dibuang
dan sedimen yang mengandung spermatozoa
diencerkan kembali dengan berbagai pengencer
sesuai perlakuan. Volume pengencer yang
digunakan disesuaikan dengan konsentrasi
yang telah dihitung sebelumnya. Spermatozoa
pada tabung rekasi pertama diencerkan dengan
pengencer 80% AndroMed® + 20% akua-
bidestilata (kontrol atau AM). Sperma-tozoa
pada tabung rekasi kedua diencerkan dengan
pengencer 80% AndroMed® + 20% akua-
bidestilata + 0,2% sukrosa (S0,2). Spermatozoa
pada tabung rekasi ketiga diencerkan dengan

pengencer 80% AndroMed® + 20% akua-
bidestilata + 0,4% sukrosa (S0,4).
Spermatozoa epididimis yang telah

diencerkan dikemas di dalam straw mini (0,25
ml) dengan konsentrasi 200 juta spermatozoa
motil per straw dan kemudian diekuilibrasi di
dalam lemari es bersuhu 5°C selama 3 jam.
Pembekuan spermatozoa epididimis diawali
dengan meletakkan straw yang telah
diekuilibrasi 10 cm di atas permukaan nitrogen
cair (suhu sekitar -130°C) selama 15 menit di
dalam  styrofoam yang  ditutup rapat.
Selanjutnya straw dimasukkan ke dalam
nitrogen cair (suhu -196°C) dan disimpan di
dalam kontainer. Setelah disimpan, masing-
masing sampel spermatozoa epididimis beku
dicairkan kembali (thawing) untuk dievaluasi
kualitasnya. Thawing dilakukan dengan cara
memasukkan straw ke dalam air bersuhu 37°C
selama 30 detik.

Parameter Penelitian

Parameter yang diamati dalam penelitian ini
adalah kualitas spermatozoa epididimis seperti
tingkat motilitas (%), jumlah spermatozoa
hidup (%), dan jumlah spermatozoa (%) dengan
membran plasma yang utuh (MPU) pada

tahapan pengenceran, ekuilibrasi, dan
thawing. Persentase spermatozoa yang motil
ditentukan  dengan  menghitung jumlah

persentase spermatozoa yang bergerak secara
progresif (bergerak ke depan) pada delapan
lapang pandang mikroskop cahaya pembesaran
400x (Rasul et al, 2001). Angka yang diberikan
berkisar antara 0 dan 100% dengan skala 5%.

Persentase spermatozoa hidup ditentu-
kan dengan menghitung persentase sperma-
tozoa yang hidup.setelah pewarnaan dengan 2%
eosin (Toelihere, 1981). Spermatozoa yang
hidup ditandai oleh kepala berwarna putih,
sedangkan yang mati ditandai oleh kepala
berwarna merah. Sebanyak minimum 200
spermatozoa dievaluasi dengan mikroskop
cahaya pembesaran 400x.
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Persentase MPU spermatozoa ditentung
dengan menghitung persentase spermatozoa
yang memiliki membran plasma utuh dengan
metode osmotic resistance test (ORT) atau
hypoosmotic swelling (HOS) test (Revell dan
Mrode, 1994). Komposisi larutan hipoosmotik
terdiri atas: 0,9 g fruktosa + 0,49 g natrium
sitrat yang dilarutkan dengan akuabidestilata
hingga mencapai volume 100 ml. Sebanyak 200
ul larutan hipoosmotik ditambahkan ke dalam
20 ul semen,dicampur hingga homogen
kemudian, dan diinkubasi pada suhu 37°C
selama 45 menit. Preparat ulas tipis dibuat
pada gelas objek dan  dievaluasi dengan
mikroskop cahaya pembesaran 400x terhadap
minimum 200 spermatozoa. Spermatozoa yang
memiliki membran plasma utuh ditandai oleh
ekor melingkar atau menggelembung,
sedangkan yang rusak ditandai oleh ekor lurus.

Analisis Data

Data yang diperoleh dianalisis dengan
analisis sidik ragam (Analysis of Variance
/ANOVA) dalam bentuk rancangan acak
lengkap dengan tiga perlakuan dan lima kali
ulangan. Perbedaan antarperlakuan diuji
dengan uji beda nyata terkecil (Steel dan
Torrie, 1993).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil penelitian memperlihatkan bah-
wa penambahan sukrosa ke dalam pengencer
AndroMed® memberikan pengaruh yang baik
terhadap persentase spermatozoa motil dan
hidup spermatozoa epididimis kerbau belang
setelah thawing (Tabel 1). Hal tersebut dapat
dijadikan sebagai indikator bahwa sukrosa
sebagai salah satu jenis gula, efektif dalam
melindungi spermatozoa dari kerusakan selama
proses pendinginan, pembekuan, dan thawing

sehingga  dapat meningkatkan  kualitas
spermatozoa epididimis kerbau belang.
Keberhasilan kriopreservasi sperma-

tozoa epididimis kerbau telah dilaporkan oleh
Herold et al (2004; 2006) menggunakan
pengencer komersial Triladyl™ dan AndroMed®
pada kerbau Afrika. Akan tetapi, pada pene-
litian tersebut spermatozoa kerbau terlebih
dahulu ditambahkan plasma semen sapi
sebelum dikriopreservasi. Menurut Graham
(1994) plasma semen memegang peranan
penting karena di dalamnya terkandung
berbagai macam senyawa yang menunjang
kehidupan spermatozoa.
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Tabel 1. Rata-rata persentase spermatozoa motil, spermatozoa hidup, dan MPU spermatozoa
epididimis kerbau belang setelah pengenceran, ekuilibrasi dan thawing

Tahap pengolahan semen

Peubah Perlakuan Setelah pengenceran  Setelah ekuilibrasi  Setelah thawing
Spermatozoa AM 65,00 + 0,002 50,00 + 0,002 41,00 + 2,002
motil (%) S0,2 65,00 + 0,002 53,33 + 4,712 46,00 + 2,000
S0,4 65,00 + 0,002 55,00 + 4,08a 46,00 + 2,00P
Spermatozoa AM 76,00 + 2,832 70,33 £ 0,472 52,20 + 2,482
hidup (%) S0,2 78,33 + 0,942 73,00 + 1,632b 59,80 + 1,94b
S0,4 77,67 + 1,702 73,33 + 1,25b 60,80 + 2,48P
MPU (%) AM 78,67 + 0,472 72,00 + 0,822 68,00 + 1,102
S0,2 80,67 + 2,052 73,00 + 1,632 68,80 + 3,122
S0,4 78,67 + 0,47~ 72,33 + 0,942 66,80 + 1,942

Notasi huruf ke arah kolom yang sama hasil yang berbeda nyata (P<0,05).

Gula sukrosa termasuk ke dalam
golongan disakarida yang terdiri atas dua unit
monosakarida, yaitu oa-glukosa dan fruktosa
yang terhubung melalui ikatan glikosida.
Sukrosa dalam hal ini berfungsi sebagai
substrat sumber energi dan sekaligus sebagai
krioprotektan ekstraseluler. Sebagai substrat
sumber energi, sukrosa akan dimetabolisir
melalui jalur glikolisis atau dilanjutkan dengan
reaksi asam trikarboksilat (siklus Krebs),
sehingga dihasilkan energi berupa ATP yang
akan dimanfaatkan oleh spermatozoa dalam
pergerakan (motilitas). = Sementara sebagai
krioprotektan ekstraseluler, sukrosa akan
melindungi membran plasma sel spermatozoa
dari kerusakan secara mekanik yang mungkin
terjadi saat proses Kkriopreservasi semen.
Menurut Salamon dan Maxwell (2000) gula
dalam keadaan beku berbentuk seperti kaca
(glass) yang tidak tajam, sehingga tidak
merusak sel spermatozoa secara mekanik.

Perbaikan membran plasma sel akan
memberikan dampak positif terhadap motilitas
dan daya hidup spermatozoa. Hal ini karena
motilitas spermatozoa sangat bergantung pada
suplai energi berupa adenosin trifosfat (ATP)
hasil metabolisme. Metabolisme dapat
berlangsung dengan baik jika membran plasma
sel berada dalam keadaan yang utuh, sehingga
mampu mengatur lalu lintas masuk dan keluar
dari sel semua substrat dan elektrolit yang
dibutuhkan dalam proses metabolisme. Pada
membran plasma sel terdapat banyak
makromolekul seperti protein, lipoprotein,
glikoprotein, dan lain-lain yang dapat berfungsi
sebagal enzim, reseptor, saluran, atau
pembawa (carrier) (Subowo, 1995). Makro
molekul-makromolekul ini yang memfasilitasi
lalu lintas masuk dan keluar dari sel seluruh

substrat dan elektrolit tersebut. Substrat dan
elektrolit harus difasilitasi karena tidak dapat
menembus secara difusi bebas membran
plasma sel spermatozoa yang bersifat semi-
permeabel.

Gula diketahui dapat menjadikan
membran plasma sel lebih stabil selama proses
kriopreservasi  (Strauses et al, 1986;
Anchordoguy et al, 1987; Bakas dan Disalvo,
1991). Gula juga memegang peranan penting
dalam menurunkan kandungan garam larutan
pengencer, sehingga dapat mengurangi efek
solusi (solution effect). Ini menyebabkan gula
dapat mencegah perusakan terhadap sel akibat
meningkatnya kadar garam selama proses
pembekuan (Nicollajsen dan Hvidt, 1994).

Pemanfaatan berbagai jenis gula
sebagai salah satu senyawa alternatif dalam
upaya memperbaiki kualitas semen beku telah
dilaporkan pada beberapa jenis hewan dan
ternak. Hasil penelitian yang menggunakan
berbagai jenis gula lain pada Kkualitas
spermatozoa berbagai jenis hewan dan ternak
menunjukkan hal yang serupa yang diperoleh
pada penelitian ini. Penambahan sukrosa ke
dalam pengencer nyata meningkatkan motilitas
spermatozoa sapi (Woelders et al, 1997);
glukosa pada semen beku domba (Molinia et al.,
1993) dan semen beku babi (de los Reyes, 2000);
rafinosa pada semen beku mencit (Storey et al,
1998) dan semen beku kambing peranakan
Etawah (Suwarso, 1999); trehalosa pada semen
beku sapi (Woelders et al, 1997), semen beku
mencit (Storey et al, 1998), semen beku domba
Pampinta (Aisen et al, 2000), dan semen beku
anjing (Yildiz et al, 2000). Penambahan gula di
dalam pengencer Tris berupa laktosa (Rizal et
al, 2003) dan maltosa (Herdis, 2005) nyata
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meningkatkan kualitas semen beku domba
Garut.

Berdasarkan hasil penelitian ini1
diperoleh bahwa spermatozoa epididimis
kerbau belang yang telah dibekukan baik pada
perlakuan kontrol maupun dengan penam-
bahan sukrosa memenuhi syarat dimanfaatkan
dalam program IB atau produksi embrio in
vitro, karena memiliki persentase spermatozoa
motil setelah thawing di atas 40%. Standar
Nasional Indonesia (SNI) mensyaratkan bahwa
semen yang memenuhi syarat digunakan dalam
program IB harus memiliki persentase
spermatozoa motil minimum 40%.

SIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian dapat
disimpulkan bahwa spermatozoa epididimis
kerbau belang yang telah dipotong dapat
dimanfaatkan dalam program IB dan produksi
embrio in wvitro, baik dalam keadaan segar
maupun setelah dibekukan. Penambahan
sukrosa dengan konsentrasi 0,2 dan 0,4%
sebagail krioprotektan ekstraseluler ke dalam
pengencer AndroMed® dapat meningkatkan
kualitas spermatozoa epididimis kerbau belang
setelah thawing.
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