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ABSTRAK

Hubungan antara kerusakan DNA spermatozoa pada sapi dengan tingkat kebuntingan belum
banyak dilaporkan. Tujuan penelitian ini untuk mengetahui hubungan kerusakan DNA spermatozoa
dengan tingkat kebuntingan pada sapi Brahman. Tingkat kerusakan DNA spermatozoa diukur
dengan Sperm-Bos-Halomax® dari 2 straw sampel semen beku  sapi Brahman  (dengan kode 40002
dan 40885) dan tingkat kebuntingan diukur dari tingkat keberhasilan inseminasi buatan pada 14
ekor sapi Brahman betina yang dibagi menjadi dua kelompok. Satu kelompok sebanyak tujuh ekor
diinseminasi buatan dengan semen pejantan 40002 dengan tingkat kerusakan DNA spermatozoa
37,11% dan satu kelompok lagi diinseminasi buatan dengan semen pejantan 40885 dengan tingkat
kerusakan DNA spermatozoa 10,66%. Data yang diperoleh dianalisis secara deskriptif dengan
membandingkan kerusakan DNA spermatozoa dengan tingkat kebuntingan. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa pada tingkat kerusakan DNA spermatozoa 37,11% ditemukan tingkat
kebuntingan 57,11% dengan pemeriksaan ultrasonografi (USG) pada hari ke-30 dan tingkat
kebuntingan 42,80% dengan USG pada hari ke-45. Hasil penelitian pada tingkat kerusakan DNA
spermatozoa 10,66% ditemukan tingkat kebuntingan 57,11% dengan USG pada hari ke-30 dan
tingkat kebuntingan 57,11% dengan USG pada hari ke-45. Berdasarkan hasil penelitian yang
dilakukan dapat disimpulkan bahwa terdapat perbedaan tingkat kerusakan DNA spermatozoa
dengan tingkat kebuntingan pada sapi Brahman. Kerusakan DNA spermatozoa berpengaruh
terhadap tingkat kebuntingan pada sapi Brahman.

Kata-kata kunci: kerusakan DNA spermatozoa; tingkat kebuntingan; sapi
  Brahman

ABSTRACT

The relationship among of sperm DNA damage in cows with pregnancy rates has not been
widely studied. The purpose of this study to determine the relationship of sperm DNA damage with
pregnancy rate on Brahman cows. The sperm DNA damage rate was measured by Sperm-Bos-
Halomax® from 2 samples of male Brahman bull straw (40002 and 40885) and pregnancy rate was
measured from the success rate of artificial insemination. In 14 female Brahman cows divided into
two groups. One group of 7 in the artificial insemination with 40002 males with 37.11% sperm
DNA damage and one in artificial insemination with 40885 with 10.65% sperm DNA damage. The
data obtained were analyzed descriptively by comparing sperm DNA damage with pregnancy rate.
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The results showed that at 37.11% sperm DNA damage level was found pregnancy rate 57.11%
with ultrasound on 30 day and pregnancy rate 42.80% with ultrasound to 45 day. Result of research
on sperm DNA damage level of 10.66% found pregnancy rate 57.11% with ultrasound to 30 day and
level pregnancy 57.11% with ultrasound 45 days. The results of this study have concluded that
there is a difference in the rate of sperm DNA damage with pregnancy rate in Brahman cows. The
sperm DNA damage has an effect on pregnancy rate on Brahman cows.

Keywords :  Sperm DNA damage, pregnancy rate, Brahman cow

PENDAHULUAN

Kerusakan Deoxyribonucleic Acid (DNA)
spermatozoa sangat berpengaruh terhadap
fertilisasi, perkembangan preimplantasi dan
perkembangan embrio (Lewis dan Aitken.,
2005). Tingkat kerusakan DNA spermatozoa
sangat berpengaruh terhadap perkembangan
embrio (Vassilev et al., 2005) dan kerusakan
DNA spermatozoa berkorelasi negatif dengan
tingkat kebuntingan (Serafini et al., 2016).
Teknologi reproduksi yang telah digunakan
untuk meningkatkan populasi sapi dalam negeri
adalah inseminasi buatan (IB) dan transfer
embrio (TE). Inseminasi buatan di lapangan
banyak menggunakan semen beku hasil
pembekuan dengan pertimbangan masa simpan
lebih lama dan pelaksanaannya lebih mudah
dibandingkan dengan semen segar. Namun,
permasalahan di lapangan adalah standardisasi
pemeriksaan kualitas spermatozoa post thawing
selama ini yang dilakukan adalah post thawing
motility (PTM) spermatozoa minimal 40% dan
derajat gerakan individu spermatozoa minimal
2 (dua), 1 dari 3 (BSN 2008) sedangkan untuk
menjadikan spermatozoa sanggup
memfertilisasi sampai menjadi bunting tidak
hanya butuh dua pemeriksaan tersebut.
Pemeriksaan kerusakan DNA spermatozoa juga
lebih penting dari kedua pemeriksaan tersebut,
karena kerusakan DNA spermatozoa dapat
menyebabkan abortus walaupun terjadi
fertilisasi (Vassilev et al., 2005) sehingga kasus
prolong estrus cycle sering terjadi pada sapi
(Nakao et al ., 1983). Maka perlunya
penambahan parameter pemeriksaan DNA
spermatozoa bagi sapi pejantan yang dicurigai
terjadi kasus prolong estrus cycle di lapangan.
Penelitian Enciso et al. (2011) melaporkan
kerusakan DNA spermatozoa pada sapi Friesian-
Holstein sebesar 17,89% dengan menggunakan
Sperm–Bos–Halomax dan penelitian Nava-
Trujillo et al., (2011) pada sapi brahman
melaporkan adanya kerusakan DNA
spermatozoa sebesar 4,17+2,69%. Sementara itu

Serafini et al. (2016) dengan metode yang sama
melaporkan kerusakan DNA spermatozoa pada
kerbau sebesar 8+3(6-15%) di Italia, dan
kerusakan sebesar itu menyebabkan
kebuntingan 57% pada umur kebuntingan 30
hari dan 55% pada umur 45 hari setelah
inseminasi buatan.

Standar kerusakan DNA spermatozoa
untuk sapi 10-20% tidak direkomendasikan
untuk fertilisasi, sedangkan untuk manusia
lebih dari 30% (Prinosilova et al., 2012),
Sedangkan menurut Evenson DP. (2016)
standar kerusakan DNA spermatozoa yang tidak
direkomendasikan untuk fertilisasi pada babi
6%, sapi 10-20%, kuda 28% dan manusia 25-30
%. Kerusakan DNA spermatozoa pada manusia
jika melebihi 30-40% akan menyebabkan
infertilitas dan tidak disarankan untuk
dijadikan semen beku (Evenson et al., 1999;
Spano et al.,2000).

Tingkat kerusakan DNA spermatozoa atau
DNA Fragmentasi Indeks (DFI) tertinggi yang
ditemukan pada spermatozoa sapi tertinggi pada
individu White Holstein adalah 10,34% dan
terendah pada individu sapi Polish Black-and-
White Holstein adalah 0,26% (Bochenek dan
Smor¹g., 2010). Penelitian Garcia-Macias et al.,
(2007) melaporkan tingkat kerusakan DNA
spermatozoa pada sapi Friesian Holstein paling
tinggi 19,50+ 0,33% dan paling rendah 19,07+
0,41% dengan menggunakan Sperm-Bos-
Halomax®. Nilai Sperm DNA Fragmentasi
(SDF) sekitar 7% sampai 10% dapat digunakan
sebagai indikator keberhasilan inseminasi
buatan yang paling rendah dengan
menggunakan Sperm-Bos-Halomax® (Halotech
DNA, Madrid, Spain) (Karoui et al., 2012).
Penelitian Meseguer et al., (2011) kerusakan
DNA spermatozoa menyebabkan kegagalan
kebuntingan sebesar 6,9 % dan sisanya
disebabkan oleh faktor lain. Mempertimbangkan
hal tersebut maka penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui hubungan tingkat kerusakan
DNA spermatozoa dengan tingkat kebuntingan
pada sapi Brahman sangat penting dilakukan.
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METODE PENELITIAN

Sampel Penelitian
Sampel yang digunakan pada penelitian ini

adalah semen beku sapi Brahman sebanyak dua
strawa yang dikoleksi dari Balai Inseminasi
Buatan Lembang Bandung dan Balai
Inseminasi Buatan Sembawa Sumatera Selatan.
Semen beku yang digunakan adalah semen beku
yang telah disimpan selama 1 (satu) bulan lebih.
Tingkat kebuntingan diukur dari tingkat
keberhasilan inseminasi buatan (IB) pada 14
ekor sapi Brahman betina yang dibagi menjadi
dua kelompok. Satu kelompok sebanyak tujuh
ekor di IB dengan pejantan 40002 dengan
tingkat kerusakan DNA spermatozoa 37,11%
dan satu kelompok lagi di IB dengan pejantan
40885 dengan tingkat kerusakan DNA
spermatozoa 10,66%.

Pengujian Motilitas Spermatozoa
Sebanyak 10 μL semen diambil

menggunakan mikrotub diteteskan pada gelas
objek yang telah dihangatkan kemudian ditutup
dengan gelas penutup. Pengamatan dilakukan
menggunakan mikroskop cahaya perbesaran100
kali dan 400 kali pada 10 lapang pandang.
Penilaian diberikan dalam kisaran 0-100%.

Pengujian Viabilitas (Spermatozoa Hidup
dan Mati

Sebanyak 10 μL semen diletakkan pada
gelas objek, ditambah pewarna  Eosin-Nigrosin
20 μL,  dihomogenkan dan dibuat preparat ulas
dari campuran tersebut dalam waktu 15 detik,
dan dikeringkan di atas meja penghangat hingga
kering. Preparat diamati di bawah mikroskop
cahaya menggunakan perbesaran 400 kali.
Spermatozoa yang hidup tidak menyerap warna
dan  spermatozoa yang mati menyerap warna.
Spermatozoa yang hidup dan mati dihitung
dalam 10 lapang pandang. Persentase
spermatozoa hidup dihitung menggunakan
rumus: Spermatozoa hidup (%) = (jumlah
spermatozoa hidup) x (jumlah total spermatozoa
yang dihitung)-1 x 100%.

Pengujian Kerusakan DNA Spermatozoa
dengan Sperm–Bos–Halomax

Urutan pemeriksaan kerusakan DNA
spermatozoa sapi menggunakan Sperm–Bos–
Halomax dilakukan sebagai berikut, langkah
pertama encerkan semen dengan konsentrasi
akhir 15-20 juta sel /mL dalam Phosphate

Buffered Saline (PBS). Langkah berikutnya
agarose dilelehkan dalam penangas air/water
bath (90-100°C) selama 5 menit kemudian
agarose diinkubasi pada suhu 37°C selama 5
menit. Semen sebanyak  25 ìL diambil dan
dimasukkan ke dalam agarose (mixing).
Suspensi semen sebanyak 25 μL kemudian
diteteskan gelas objek sebanyak 25 μL,
kemudian tutup dengan gelas penutup. Preparat
tersebut diinkubasi dalam kulkas selama 5
menit. Gelas penutup preparat tersebut diangkat
secara perlahan kemudian diteteskan dengan
Lysis Solution (LS) hingga agarose terendam,
selanjutnya diinkubasi pada suhu ruang selama
5 menit. Preparat tersebut kemudian diinkubasi
dalam aquadest selama 5 menit.

Preparat tersebut selanjutnya diinkubasi
dalam etanol 70%, 90%, 100% (masing-masing
dalam waktu 4 menit). Selanjutnya preparat
dikeringanginkan. Kemudian preparat kembali
diinkubasi dalam aquadest selama 5 menit,
kemudian dikeringanginkan. Lalu dilakukan
pewarnaan/staining terhadap preparat. Mula-
mula preparat dicelupkan dalam kotak (staining
jar) berisi pewarna Eosin selama 5 menit,
kemudian cuci menggunakan aquadest dalam
kotak selama 2 (dua) menit. Preparat kemudian
dicelupkan dalam kotak berisi pewarna
Methylene Blue selama 5 (lima) menit kemudian
cuci menggunakan aquadest dalam kotak
selama 2 (dua) menit. Lalu amati preparat di
bawah mikroskop cahaya dengan perbesaran
400 kali dengan menggunakan green filter.
Pemeriksaan dilakukan terhadap 500
spermatozoa untuk setiap sampel (Garcia-
Macias et al., 2007).

Pemeriksaan Ultrasonografi (USG)
Semen beku sapi Brahman dalam straw

dengan tingkat kerusakan DNA spermatozoa
(57,11% dan 10,66%) digunakan untuk
melakukan inseminasi buatan (IB) pada 14 ekor
sapi Brahman betina yang telah diseleksi
performans reproduksinya dengan rata-rata
estrus pertama kali setelah melahirkan.
Pemeriksaan kebuntingan dilakukan
menggunakan ultrasografi (USG) dilakukan
dengan alat USG portable Model WED 3000V
(PT. Golden Lab International) dilakukan pada
hari ke-30 dan hari ke-45 setelah IB. Data yang
diperoleh dianalisis secara deskriptif dengan
membandingkan tingkat kerusakan DNA
spermatozoa dengan tingkat kebuntingan pada
sapi Brahman.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Analisis kerusakan DNA spermatozoa dapat
mengungkapkan gangguan fertilitas pada
pejantan selain pemeriksaan motilitas dan
viabilitas. Kerusakan DNA spermatozoa dapat
menyebabkan kematian embrio dini dan
abortus. Kerusakan DNA spermatozoa sangat
berpengaruh terhadap, kualitas spermatozoa,
tingkat fertilisasi, perkembangan preimplantasi
dan perkembangan embrio (Lewis dan Aitken.,
2005). Tingkat kerusakan DNA spermatozoa
sangat berpengaruh terhadap perkembangan
embrio dan menyebabkan keguguran (Vassilev
et al., 2005) dan kerusakan DNA spermatozoa
berkorelasi negatif dengan tingkat kebuntingan
(Serafini et al., 2016; Duran et al., 2002).
Semakin tinggi tingkat kerusakan DNA
spermatozoa maka semakin rendah tingkat
kebuntingannya. Kematian embrio akan
menyebabkan prolong estrus cycle pada hari ke
30 sampai hari ke 60 setelah inseminasi buatan
(Nakao et at., 1983). Keberhasilan IB rata-rata
70% yang menjadi bunting. Sisa yang 30%
mengalami kegagalan kebuntingan karena
banyak faktor salah satunya kematian embrio
(65% dari 30%). Kematian embrio paling banyak
terjadi pada hari ke 6 sampai hari ke 18 setelah
fertilisasi (Vassilev et al., 2005).

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa
pada tingkat kerusakan DNA spermatozoa
37,11% ditemukan tingkat kebuntingan 57,11%
dengan USG pada hari ke-30 dan tingkat
kebuntingan 42,80% dengan USG pada hari ke-
45. Hasil penelitian pada tingkat kerusakan
DNA spermatozoa 10,66% ditemukan tingkat
kebuntingan 57,11% dengan USG pada hari ke-
30 dan tingkat kebuntingan 57,11% dengan USG
pada hari ke-45 (Tabel 1; Gambar 1). Hal ini
mirip penelitian Serafini et al. (2016) yang
melaporkan kerusakan DNA spermatozoa pada
kerbau sebesar 8+3 (6-15%) di Italia dengan
menggunakan Sperm–Bos–Halomax
menyebabkan kebuntingan 57% pada umur

kebuntingan 30 hari dan menyebabkan
kebuntingan 55% pada umur kebuntingan 45
hari setelah inseminasi buatan. Pada penelitian
Serafini et al., (2016), kerusakan DNA
spermatozoa 8+3(6-15%) hanya menyebabkan
keguguran 2% pada kerbau sedangkan
penelitian ini pada tingkat kerusakan DNA
spermatozoa 10,66% tidak menyebabkan
keguguran walaupun tingkat kebuntingan lebih
tinggi mencapai 57,11%, hal ini kemungkinan
disebabkan oleh species yang berbeda, jumlah
sampel dan lingkungan yang berbeda pula.

Pada penelitian ini ditemukan adanya
keguguran pada tingkat kerusakan DNA
spermatozoa 37,11%, sebesar 14,31%. Vassilev
et al. (2005) juga melaporkan terjadi keguguran
18,87% pada umur kebuntingan hari ke-45.
Hasil ini bertentangan dengan pendapat Rybar
et al., (2004) yang menyatakan standar
kerusakan DNA spermatozoa untuk sapi 10%
sampai 20% tidak direkomendasikan untuk
fertilisasi sedangkan untuk manusia lebih dari
30% (Rybar et al., 2004). Menurut Evenson
(2016) standar kerusakan DNA spermatozoa
yang tidak direkomendasikan untuk fertilisasi
pada babi 6%, sapi 10-20%, kuda 28% dan
manusia 25-30%. Kerusakan DNA spermatozoa
pada manusia jika melebihi 30-40% dapat
menyebabkan keguguran dan tidak disarankan
untuk dijadikan semen beku (Evenson et al.,
1999; Spano et al., 2000).

Nilai Sperm DNA Fragmentation (SDF)
sekitar 7% sampai 10% dapat digunakan
sebagai indikator keberhasilan inseminasi
buatan yang paling rendah dengan
menggunakan Sperm-Bos-Halomax® (Halotech
DNA, Madrid, Spain) (Karoui et al., 2012).
Penelitian Meseguer et al. (2011) melaporkan
bahwa kerusakan DNA spermatozoa
menyebabkan kegagalan kebuntingan sebesar
6,9% dan sisanya disebabkan oleh faktor lain.
Bagaimana pun peningkatan kerusakan DNA
spermatozoa dapat menyebabkan penurunan
tingkat kebuntingan (Ortiz et al., 2017).

Tabel 1. Hubungan kerusakan DNA spermatozoa dengan tingkat kebuntingan

Kode Motilitas Viabilitas Kerusakan USG USG
Pejantan DNA Hari Hari

ke-30 ke-45

40002 40 % 26,53% 37,11% 57,11% 42,80%
40885 40 % 61,81% 10,66% 57,11% 57,11%
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Kematian embrio sering terjadi pada hari 20-22
setelah inseminasi buatan, dan induk sapi akan
kembali estrus pada hari ke-30 sampai hari 60
setelah inseminasi buatan (Nakao et al., 1983).
Kematian embrio bisa disebabkan olek
kerusakan DNA spermatozoa (Lewis dan
Aitken., 2005) dan juga bisa disebabkan oleh
hormon progesteron yang kurang (Nakao et al.,
1983). Penelitian-penelitian sebelumnya juga
merekomendasikan perlunya standardisasi
tingkat kerusakan DNA spermatozoa untuk
inseminasi buatan, namun nilai tingkat
kerusakan yang diajukan cenderung lebih
rendah, hal ini disebabkan karena penelitian
umumnya dilakukan di negara empat musim,
sedangkan di Indonesia memiliki iklim tropis
yang cenderung panas. Lingkungan dengan
suhu yang tinggi akan berakibat pada
kerusakan DNA spermatozoa (Evenson, 2016)
yang berpengaruh pada suhu testis (Lestari dan
Sari, 2015).

SIMPULAN

Dari penelitian yang telah dilakukan dapat
disimpulkan bahwa terdapat perbedaan tingkat
kerusakan DNA spermatozoa dengan tingkat
kebuntingan pada sapi Brahman. Kerusakan
DNA spermatozoa berpengaruh terhadap tingkat
kebuntingan. Kerusakan DNA spermatozoa
10,66 % tidak menyebabkan keguguran/abortus
pada sapi Brahman. Kerusakan DNA
spermatozoa 37,11 % menyebabkan keguguran/

Gambar 1. Citra USG perkembangan kebuntingan sapi (A) umur 30 hari (B) umur 45 hari (Tanda
panah menunjukan adanya kebuntingan).

abortus pada sapi Brahman 14,31% pada umur
kebuntingan 45 hari. Kerusakan DNA
spermatozoa 37,11 % tidak disarankan untuk
digunakan inseminasi buatan pada sapi
Brahman.

SARAN

Penelitian ini masih tahap awal disarankan
dapat dilanjutkan ke tahap fertilisasi in vitro
sebagai pembanding tingkat perkembangan
embrio berikutnya.
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