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ABSTRACT

The process of freezing and thawing on semen can lead to physical stress, often called
cold shock, and couses the structural and biochemical damage that affecting cell function
and ultimately lead to the death of the cell The aim of this study was to know the effect of
the addition of various concentrations of dimethylsulfoxide (DMSO) as the intracellular
cryoprotectant in phosphate yolk diluent on the post thowing quality of the green jungle
fowl semen. The study used eight green jungle fowl semens which were collected with
massage techniques. Semen was evaluated macroscopically and microscopically. Good
quality semen was diluted with phosphate yolk which was added four different
concentration of DMSO, namely 4%, 6%, 8%, and 10%. Semen was then filled and
sealed in a mini straw (0.25 mL) with the concentration of 150.10° cells, and equilibrated
at 4°C for 4 hours. The semen freezing was processed using conventional method.
Evaluation was performed on post thawing semen. The evaluation of semen quality
included the progressive motility and plasma membrane intact. Data were analyzed by
analysis of variance. If there were any significant differences, the data were futher
analyzed by Duncan test. The results showed that addition of DMSO concentration of 6%
has resulted the progressive motility and intact plasma membrane higher significantly (P
<0.05) than those of the addition of DMSO concentration 4%, 8%, and 10%.

Key words: Dimethylsulfoxide, frozen semen quality, green jungle fowl
ABSTRAK

Proses pembekuan dan thawing semen dapat mengakibatkan stres fisik yang sering
disebut cold shock, dan berdampak terhadap kerusakan struktur dan biokimiawi yang
mempengaruhi fungsi sel dan pada akhirnya menyebabkan kematian. Penelitian ini
bertujuan  untuk  mengetahui  pengaruh  penambahan  berbagai  konsentrasi
dimethylsulfoxide (DMSO) sebagai krioprotektan intraseluler pada pengencer fosfat
kuning telur terhadap kualitas semen ayam hutan hijau post thawing. Penelitian
menggunakan semen delapan ekor ayam hutan hijau yang ditampung dengan teknik
massage. Semen dievaluasi secara makroskopis dan mikroskopis. Semen dengan kualitas
baik diencerkan dengan pengencer fosfat kuning telur yang telah ditambahkan DMSO
dengan konsentrasi masing masing 4%, 6%, 8%, dan 10%. Semen dilakukan filling and
sealing dalam mini straw (0,25 mL) dengan konsentrasi 150.10%sel, kemudian
diequilibrasi pada suhu 4°C selama 4 jam. Proses pembekuan semen menggunakan
metode konvensional. Evaluasi semen dilakukan setelah semen di thawing terlebih
dahulu. Evaluasi kualitas semen meliputi motilitas progresif dan membran plasma utuh.
Data yang diperoleh dianalisis dengan analisis varian. Apabila terdapat perbedaan
dilanjutkan dengan uji Duncan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa penambahan
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DMSO konsentrasi 6% menghasikan motilitas progresif dan membran plasma utuh nyata
lebih tinggi (P<0,05) dibandingkan dengan penambahan DMSO konsnentrasi 4%, 8%,

dan 10%.

Kata kunci: dimethylsulfoxide, kualitas semen beku, ayam hutan hijau

PENDAHULUAN

Saat ini ayam hutan hijau sudah
termasuk satwa langka yang terancam
punah dan perlu dilindungi keberadaanya
dan kelangsungan hidupnya melalui
konservasi baik secara in-situ atau ex-situ
(Blackburn, 2006; Woelders et al., 2006;

Bleshois at al., 2007). Salah satu teknologi

yang telah terbukti dan  mampu
mendukung upaya konservasi adalah
teknologi kawin suntik.  Teknologi ini

juga dapat memprakarsai pemurnian galur
gallus varius, meningkatkan populasi dan
mempercepat produksi ayam bekisar yang
berkualitas.

Dalam menunjang program kawin
suntik diperlukan persediaan semen yang
mempunyai kualitas dan kuantitas secara
berkesinambungan. Persediaan semen bisa
berupa semen cair ataupun semen beku
yang
Penggunaan

(semen telah  dikriopreservasi).
yang telah

diencerkan yang disimpan pada suhu

semen cair
dingin (3-5°C) mempunyai keterbatasan
waktu penggunaan, karena setelah dua
hari penyimpanan akan terjadi penurunan
kualitas secara drastis yang menyebabkan
terjadi penurunan fertilitas dan daya tetas
(Bebas, 2002; Bebas dan Laksmi, 2012).

106

Kriopreservasi semen merupakan alternatif
yang terbaik karena kalau berhasil dalam
proses Kriopreservasi semen maka semen
akan bisa bertahan selama 10-12 tahun
(Hafez and Hafez, 2000).

Permasalahan utama yang dihadapi
dalam proses kriopreservasi  semen,
adalah adanya peristiwa kejutan dingin
(cold shock) (Hafez and Hafez, 2000).
Cold shock, dapat menyebabkan kerusakan
struktur dan biokimiawi sel sehingga
mempengaruhi fungsi sel. menyebabkan
kerusakan pada membran, berpengaruh
terhadap sel

motilitas, mengalami

abnormalitas dan  pada  akhirnya
menyebabkan kematian (Ejarah, 2007).
Cold

enzim glukosa-6-fosfatase dehydrogenase

shock mengakibatkan bocornya

yang dapat menyebabkan penurunan
konsentrasi ATP intra seluler. (Lemma,
2011), kebocoran enzim yang berperan
dalam metabolisme  seperti
(ASpAT),
enzim ATP-ase-linkked sodium-potasium
pump (Na+/K+-ATPase) (Arifiantini and
Purwantara, 2010).
yang

mengatasi permasalahan tersebut dengan

proses

aspartate  aminotransferase

Upaya ditempuh  untuk

menambahkan krioprotektan kedalam

bahan  pengencer  (Suidzinska  and
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Lukaszewicz, 2008). Secara umum dikenal
dua golongan krioprotektan: krioprotektan
yang bisa menembus membran sel yang
bekerja pada intraseluler (krioprotektan
intrasesluler) seperti : gliserol, ethilene

DMSO;

krioprotektan yang tidak bisa menembus

glicol, dan sedangkan
membran sel bekerja pada ekstraseluler

(krioprotektan  ekstraseluler) seperti

golongan karbohidrat, dan
serum (Boediono, 2006).

Penelitian

lipoprotein,
mengenai  pembekuan
semen ayam hutan hijau relatif sedikit.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
penggunaan berbagai konsentrasi DMSO
sebagai krioprotektan intraseluler yang
ditambahkan kedalam pengencer fosfat
kuning telur terhadap kualitas semen ayam
hutan  post

thawing.  Penggunaann

konsentrasi DMSO dalam pengencer
semen bervariasi di antara jenis unggas.
Dosis optimum DMSO dalam pengencer
semen itik sebesar 10% (Han et al., 2005),
ayam potchefstroom koekoek sebesar 5%
(Makhafala et al., 2009).

penggunaan DMSO pada semen ayam

Sedangkan

hutan belum ada informasi. Kualitas

semen yang diamati berupa motilitas
progresif dan membran plasma utuh post

thawing.

METODE PENELITIAN
Penelitian ini menggunakan delapan

ekor ayam hutan hijau sehat, umur 1,5 —
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2,0 tahun.

metode massage menurut Burrows and

Semen ditampung dengan

Quinn. Semen dari setiap pejantan

dikumpulkan menjadi satu lalu
dihomogenkan dan dilakukan evaluasi
secara makroskopis dan mikroskopis.
Semen diencerkan menggunakan fosfat
kuning telur dibuat dengan menambahkan
10% kuning telur ke dalam buffer fosfat,
dilakukan antibiotik

kanamisin 80 mg /L pengencer (Roca et

penambahan
al., 2000). Semen diencerkan dengan
yang telah  ditambahkan
konsentrasi DMSO masing
4%, 6%, 8%, dan 10%.
Pengenceran semen dilakukan dengan
konsentrasi 150.10° dalam 0,25 mL (mini
dilakukan

and

pengencer
berbagai

masing

straw).  Sebelum filling

(pengisian straw) sealing
(penyumbatan straw) straw diberi penanda
untuk membedakan antara perlakuan
dengan menggunakan mesin print. Proses
filling dan sealing juga dilakukan dengan
menggunakan mesin, setelah itu straw
dilakukan

equilibrasi selama 4 jam pada suhu 4°C

disusun pada rak straw,

pada cold Proses
dilakukan

dengan

top. pembekuan
dilakukan

stirofom

secara bertahap,
menggunakan kotak
dengan ukuran panjang x lebar x tinggi
30 x 20 x 30 cm

kemudian dikasi nitrogen cair setinggi 20

masing masing :

cm. Masukkan rak straw ke dalam kotak

stirofom yang berisi nitrogen cair dengan



Bebas et al.

menempatkanya kira kira 10 cm di atas
permukaan nitrogen cair selama 30 menit.
Setelah itu straw langsung dituangkan
pada nitrogen cair. Semen yang telah beku
kemudian disimpan dalam kontainer yang
telah berisi nitrogen cair. Evaluasi
terhadap kualitas semen beku dilakukan
dengan terlebih dahulu dilakukan proses
thawing (pencairan kembali semen beku)
dengan memasukkan straw beku pada

suhu 37°C selama beberapa menit. Setelah

straw mencair sempurna dilakukan
evaluasi terhadap motilitas dan membran
plasma utuh. Pemeriksaan  motilitas

dilakukan dengana cara pemotongan pada
ujung straw lalu semen ditesteskan pada
objek gelas dengan suhu hangat. Ambil
satu tetes (0,05 mL) lalu teteskan pada
objek gelas lain dan tambahkan 2 tetes
pengencer kemudian tutup dengan cover
gelas. Semen diamati di bawah mikroskop
dengan pembesaran 450x. Sperma yang
bergerak progresif dihitung dalam jumlah
persen, penghitungan dilakukan pada 3
lapang pandang lalu dirata-ratakan
(Toelihere, 1993). Pemeriksaan membran
plasma utuh dilakukan dengan metode
HOST menurut Revell dan Mrode (1994).
Komposisi larutan hipoosmotik terdiri
atas: 0,9 g fruktosa + 0,49 g natrium sitrat
yang dilarutkan dengan akuabidestilata
100 ml.

larutan hipoosmotik

hingga volume
Sebanyak 20 ml

ditambahkan dengan 0,2 ml semen dan

mencapai
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dicampur hingga homogen kemudian
diinkubasi pada suhu 37°C selama 45
menit. Preparat ulas tipis dibuat pada gelas
objek

mikroskop cahaya dengan pembesaran 450

kemudian  evaluasi  dengan
X terhadap minimum 200 spermatozoa.
Spermatozoa yang memiliki membran
plasma utuh ditandai oleh ekor melingkar
atau menggelembung, sedangkan yang
rusak ditandai oleh ekor lurus. Data yang
diperoleh dianalisis dengan analisis varian
jika hasilnya terdapat perbedaan dilakukan
uji lanjutan dengan uji Duncan. Data
dianalisis menggunakan SPSS 17 for

windows.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil

Kualitas semen yang ditampung dari
ke delapan ayam hutan ditampilakan pada
pada Table 1. Kualitas semen tersebut
sangat layak digunakan dan dapat diproses
lebih

semen. Semen di atas diencerkan dengan

lanjut untuk proses pembekuan

pengencer fosfat kuning telur dengan satu
dosis (0,25 mL) mengandung konsentrasi
spermatozoa 150.10° sel motil progresif.
Semen tersebut mendapatkan 37 dosis
inseminasi. Karena satu dosis inseminasi
menggunakan volume 0,25 ml, maka
banyaknya pengencer yang dibutuhkan
sebanyak 0,25 x 37 = 9,25 mL. Proses

pengenceran semen dilakukan dengan
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mencampur 2,20 mL semen segar

kedalam 7,05 mL pengencer fosfat kuning
telur sambil

secara perlahan

dihomogenkan dengan cara
menggoyangkan secara perlahan. Semen
yang telah diencerkan kemudian dibagi
menjadi 4 bagian sesui dengan perlakuan
ditambahkan  DMSO

dan dengan

Vol 2 No 2: 105-115

konsentrasi masing masing 4%, 6%, 8%,
dan 10%. Penambahan DMSO dilakukan
secara perlahan sambil dihomogenkan,
kemudian dilakukan filling and sealing,
equilibrasi, dan proses pembekuan secara
bertahap. Hasil pengamatan terhadap
motilitas progresif dan membran plasma

utuh ditampilkan pada Table 2.

Tabel 1. Kualitas Semen yang Ditampung dari ke Delapan Ayam Hutan Hijau

No. Kualitas Semen Ayam Hutan

1. Volume (ml) 2,20
2. Ph 7,1

3. Warna Putih
4. Bau Khas
5. Kekentalan Kental
6. Konsentrasi (10%/ml) 2,97
7. Sperma Bergerak Progresif (%) (MP) 85

8. Spermatozoa Hidup (%) (SH) 90

9. Abnormalitas (%) 8

10 Total Spermatozoa (10°) 6,534
11 Total Sperma yg Bergerak Progresif (10°) 5,5539

Tabel 2. Rata-rata Motilitas dan Membran Plasma Utuh Spermatozoa Ayam Hutan Hijau

Post Thawing

Pengamatan

Perlakuan Motilitas Progresif Membran Plasma Utuh (%)
(%)

DMSO 4% 33,25 + 2,75° 35,00 + 3,92°

DMSO 6% 45,00 + 3,37° 47,75 + 3,77°

DMSO 8% 22,25 +1,71° 24,25 + 4,19°

DMSO 10% 2,50 +1,29° 7,00 +2,58°

Penambahan DMSO konsentrasi 4%,
6%, 8%, dan 10% memberikan pengaruh
nyata (P<0,05) terhadap motilitas progresif
spermatozoa post thawing. Setelah
dilanjutkan dengan uji Duncan ternyata
DMSO 6%
motilitas progresif yang paling tinggi

45,00 + 3,37% (P<0,05) jika dibandingkan

penambahan memberikan

dengan penambahan DMSO 4%, 8%, dan
10% masing masing 33,25 + 2,75%, 22,25
+1,71%, dan 2,50 + 1,29% (Tabel 2).
Penambahan DMSO konsentrasi 4%,
6%, 8%, dan 10% memberikan pengaruh
nyata (P<0,05) terhadap membran plasma
utuh spermatozoa post thawing. Setelah

dilanjutkan dengan uji Duncan ternyata
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DMSO 6%
membran plasma utuh yang paling tinggi
47,75 + 3,77% (P<0,05) jika dibandingkan
dengan penambahan DMSO 4%, 8%, dan
10% masing masing 35,00 + 3,92%, 24,25
+4,19%, dan 7,00 + 2,58% (Tabel 2)

penambahan memberikan

Pembahasan

Penelitian ini menggunakan teknik
kriopreservasi konvensional adalah teknik
yang
pada proses pembekuan
teknik

lebih  menekankan
Pada

Secara

kriopreservasi
lambat.
diturunkan

ini, suhu

bertahap. sehingga kristal masih
baik

intraseluler, sehingga dapat menyebabkan

€s

terbentuk, ekstraseluler maupun

terjadinya kerusakan sel. Kerusakan
disebabkan yang

menumpuk, merusak dinding sel sehingga

oleh elektrolit
pada waktu pencairan kembali (thawing)

permeabilitas membran plasma akan
menurun dan sel akan mati. Pembentukan
kristal es berkaitan dengan perubahan
tekanan osmotik dalam fraksi yang tidak
mengalami pembekuan (Watson, 2000).
Proses pembekuan semen dapat
mengakibatkan stress fisik yang sering
juga disebut cold shock, yang berdampak
struktur  dan

terhadap  kerusakan

biokimiawi ~ sehingga  mempengaruhi
fungsi sel dan pada akhirnya menyebabkan
kematian sel (Ejarah, 2007). Cold shock
menyebabkan perubahan fosfolipid yang

menyusun membran plasma pada saat fase

110

Jurnal llmu dan Kesehatan Hewan, Agustus 2014

transisi dari fase cair ke fase gel (Ghetler
et al., 2005), perubahan tatanan rantai
asam lemak dan protein membran plasma
yang dapat mengakibatkan kebocoran atau
selektivitas membran plasma semakin
berkurang (Dziekonska and Strzezek,
2011). Membran plasma akan kehilangan
permiabilitas selektifnya dan berdampak
pada banyak komponen seluler seperti
lipid, protein dan ion yang dilepaskannya
(Cerolini et al., 2001; Blesbois et al.,
2005; Cheng et al., 2005).

Ketika
membran plasma akibat cold shock enzim

terjadi  kerusakan  pada
glukosa-6-fosfatase dehydrogenase yang
paling pertama meninggalkan sitoplasma,
yang
penurunan konsentrasi ATP intra seluler.

secara umum menyebabkan
(Lemma, 2011). Juga terjadi kebocoran
enzim yang berperan dalam proses

metabolism seperti aspartate

aminotransferase (AspAT), enzim ATP-
pump
(Na+/K+-ATPase) (Colenbrander et al.,
1992; Arifiantini and Purwantara, 2010),
Cold shock juga menyebaknan dislokasi

ase-linkked sodium-potasium

protein  membran  plasma  seperti
kelompok glucose transporter (GLUT),
yang mempunyai peran untuk transportasi
hexose melewati membran plasma (Kokk
et al., 2005).

DMSO adalah campuran organosulfur
kimia (CH3)SO dan

mempunyai berat molekul kecil sebesar

dengan rumus
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78,13, oleh karena itu DMSO dikenal

sebagai krioprotektan intraseluler.
Penambahan DMSO bertujuan untuk
memelihara keutuhan membran dan

meningkatkan potensial osmotik media
sehingga cairan di dalam sel mengalir
keluar dan terjadi dehidrasi. Kemampuan
proteksi krioprotektan terhadap membran
sel merupakan indikasi dari interaksi yang
berjalan baik antara krioprotektan dan
membran sel. Interaksi ini  dapat
mengurangi kerusakan membran sel pada
saat terjadi perubahan keadaan dari relatif
cair ke struktur relatif padat dan juga pada
saat kembali ke struktur yang relatif cair
selama proses thawing (Kostaman dan
Setioko, 2011).

Penambahan DMSO konsentrasi 6%

pada pengencer fosfat kuning telur
merupakan konsentrasi yang optimal
dengan  memberikan  motilitas  dan
membran plasma utuh  paling tingggi

masing masing 45,00 + 3,37% dan 47,75
+ 3,77%. Kostaman dan Setioko (2011)
mengatakan faktor yang mempengaruhi
keberhasilan dalam proses pembekuan
semen adalah teknik kriopreservasi
termasuk kecepatan pembekuan, jenis, dan
DMSO

konsentrasi 6% mampu mempertahankan

konsentrasi krioprotektan.

keutuhan membran plasma dibandingkan

konsentrasi DMSO vyang lainnya.
Konsentrasi DMSO yang tidak optimal
berkaitan dengan perubahan tekanan
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osmotik dalam  fraksi yang tidak

mengalami pembekuan sehingga
menyebakan kerusakan pada membran
plasma (Watson, 2000). Dengan teknik
HOST yang

membran plasma utuh ditandai oleh ekor

spermatozoa memiliki

melingkar atau menggelembung,
sedangkan yang rusak ditandai oleh ekor
DMSO 6%

pengencer fosfat kuning telur mampu

lurus.  Konsetrasi pada
mempertahankan keutuhan membran yang
berfungsi: mengatur lalu lintas senyawa-
senyawa, ion-ion yang masuk dan keluar
sel atau organel; mengatur pergerakan ion
atau molekul dari dalam ataupun luar sel;
sebagai reseptor molekul-molekul khusus
(hormon), metabolit, dan agensia seperti
bakteria dan virus; tempat berlangsungnya
berbagai reaksi kimia

seperti  pada

membran mitokondria, kloroplas,

retikulum endoplasma; sebagai reseptor
perubahan  lingkungan  sel  seperti
perubahan suhu, intensitas cahaya dan
2002).

Demikianlah peran penting membran sel

lain-lain (Reece and Mitchell,

sebagai kulit terluar dan pembatas sel
dengan lingkungan luar seperti yang telah
dipaparkan di atas

Penambahan DMSO konsentrasi 6%
menghasikan motilitas
(45,00 + 3,37%)
(P<0,05) jika dibandingkan penambahan

progresif yang
nyata lebih tinggi
konsentfasi 4%, 8%, dan 10% masing
masing 33,25 + 2,75%, 22,25 + 1,71%,
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dan 2,50 + 1,29%.
masih layak digunakan untuk pelayanan
Standar

Kualitas semen ini

inseminasi  buatan, mengingat

Nasional Indonesia (SNI) mengisyaratkan
semen yang layak digunakan untuk kawin
suntik  setelah

mengalami  proses

pembekuan mempunyai motilitas progresif

> 40%. Motilitas progresif sangat
berkaitan dengan fungsi membran plasma.
Membran plasma yang utuh

mengakibatkan fungsi sel berjalan baik
termasuk aktivitas metabolism sel dalam
proses menghasilkan energi. Spermatozoa
memerlukan suplai energi yang konstan
untuk mempertahankan fungsi seluler dan
menyelesaikan tugasnya. Banyak energi
yang berasal dari luar sel dibutuhkan oleh
spermatozoa untuk perjalanan untuk
fertilisasi (Varner and Johnson, 2007).
memiliki

Spermatozoa perlengkapan

metabolisme yang diperlukan  untuk
glikolisis, siklus asam sitrat dan fosforilasi
oksidatif di
(Dziekonska et al., 2009). Energi yang

dihasilkan berupa ATP ( Yi et al., 2008),

dalam mitokondria

akan dirombak menjadi  adenosine
diphosphate dan adenosine
monophosphate  (Ford, 2000), yang

selanjutnya digunakan untuk pergerakan
dan kelangsungan hidup spermatozoa.
ATP yang dihasilkan ke

mikrotubulus menghasilkan

ditransfer
untuk

motilitas untuk pergerakan flagella.

Pergerakan  flagella  adalah  produk
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aktivitas dynein ATPase yang berlokasi
sepanjang flagellum dan tergantung pada
suplai ATP yang berasal dari substart
metabolit seperti fruktosa atau glukosa
(Mukai and Okuno, 2004).

KESIMPULAN

Dari  hasil  penelitian dapat
disimpulkan penambahan DMSO 0,6%
merupakan yang paling

ditambahkan pada pengencer

konsentrasi
optimal
fosfat kuning telur untuk pembekuan

semen ayam hutan hijau dengan

menghasilkan motilitas progresif dan
membran plasma utuh post
masing masing 45,00 + 3,37% dan 47,75 +

3,77%.

thawing
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