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ABSTRACT : The purpose of this study was to measure the motility of Madura bull
spermatozoa using three different diluents (tris aminomethane, CEP-2 and skim milk)
during cold storage. The research material used were 2 Madura bulls. Collecting semen
method used artificial vagina, followed by fresh semen analysis and processing of liquid
semen. Observation of liquid semen quality was carried out up to the 5th days of cold
storage. Motility examination of semen liquid used Computerized Assisted Semen
Analysis (CASA), namely SCA v.5.2. The parameters measured were: progressive
motility, motility, velocity straight linear (VSL), velocity curve linear (VCL), velocity
average pathway (VAP), straightness (STR), linearity (LIN), wobble (WOB),
hyperactivity (H), Beat cross frequency (BCF), amplitude lateral head (ALH). Data was
analyzed by Minitab 17. Motility and progressive motility of spermatozoa in tris
aminomethane and CEP-2 were higher than skim milk for 5 days of cold storage. The
VCL value of tris aminomethane was higher than CEP-2 and skim milk. VSL scores

barely show the difference among diluents. VAP values in tris aminomethaneand
CEP-2 are higher than skim milk at the beginning of storage. The LIN, STR and WOB
than ftris

aminomethane. The percentage value of hyperactivity spermatozoa was same among
diluents. The ALH value of trisaminomethane was higher than CEP-2 and skim milk.

BCF values in CEP-2 was higher than skim milk and tris aminomethane. Tris

aminomethane and CEP-2 can support the motility of Madura bull spermatozoa than
skim milkfor 5 days of storage.

values of the CEP-2 and skim milk yield higher values
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PENDAHULUAN

Sapi Madura merupakan salah
satu plasma nutfah sapi potong di
Indonesia yang layak dilestarikan.
Keberlangsungan populasi sapi Madura
harus tetap terjaga agar tidak terjadi
kepunahan. Salah satu upaya untuk
mendukung program pembibitan berupa
seleksi, dapat dilakukan  dengan
penyebaran pejantan pemacek maupun
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semen beku untuk wilayah yang
kekurangan pejantan (Kutsiyah, 2012).
Seiring dalam perkembangannya,
terdapat beberapa kelemahan semen
beku diantaranya tidak dapat
mempertahankan kualitas semen selama
proses  pembekuan. Semen  cair
menawarkan berbagai kelebihan
diantaranya: sarana dan prasarana yang
lebih sederhana; efisien dan mampu
mempertahankan kualitas spermatozoa
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selama penyimpanan <+ 10 hari

(Vishwanath and Shannon, 2000).
Terdapat banyak faktor yang

mempengaruhi keberhasilan semen cair,

salah satu diantaranya adalah pengencer.

Beberapa  fungsi dari  pengencer
diantaranya: menambah volume semen,
buffer/penyangga,  sumber  nutrisi,
mencegah cold chock, mengandung
antibiotika (anti bakteri), menciptakan
lingkungan yang kondusif, dan sebagai
krioprotektan (Kostaman dan Sutama,
2006). Beberapa pengencer yang sudah
banyak digunakan adalah  tris
aminomethanee, CEP-2 dan susu skim.
Setiap pengencer mempunyai
kekurangan dan kelemahan dalam
pemanfaatannya.

Tris aminomethane merupakan
pengencer  yang  sudah  banyak
digunakan sebelumnya dan mempunyai
performan yang baik dalam mendukung
kualitas spermatozoa (Yohana et al.,
2014; Wiratri et al., 2014; Tambing et
al., 2009). Sedangkan CEP-2
mempunyai keunggulan diantaranya
adalah mengandung komposisi ion dan
osmolaritas yang menyerupai komposisi
ion cairan plasma di epididimis
sehingga dapat mendukung kualitas
spermatozoa, motilitas dan integritas
membran spermatozoa (Ducha et al.,
2012; Indriani et al., 2013; Purwoistri et
al., 2013). Susu skim merupakan salah
satu bahan yang dapat digunakan
sebagai  pengencer semen dalam
prosesing semen cair. Susu merupakan
cairan penyangga (buffer) yang bersifat
alami, namun mempunyai efek yang
lebih rendah dari asam sitrat (Arifiantini
et al., 2013). Keunggulan susu skim
diantaranya mampu mendukung
kualitas semen tetap baik, ketersediaan
mudah dan ekonomis (Akhter et al.,
2010). Pengencer susu skim mampu
mendukung motilitas setelah thawing
lebih optimal dibandingkan dengan
pengencer lainnya.
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Analisis kualitas semen cair
selama penyimpanan dilakukan untuk
mengetahui status kelayakan semen cair.
Parameter motilitas, viabilitas dan
integritas membran biasanya digunakan
untuk menentukan kualitas semen cair
selama penyimpanan. Motilitas
spermatozoa dapat diukur secara visual
maupun menggunakan CASA. Hasil
penilaian motilitas dengan CASA lebih
obyektif, akurat, repeatable dan
terstandar. Standar penilaian CASA
berdasarkan pola gerakan dan lintasan
(trajectory) spermatozoa. (Simonik et
al., 2015; Didion, 2008; Amann and
Waberski, 2014; Lange-Consiglio et al.,
2013; Sarastina, 20006).

Tujuan penelitian ini adalah
menganalisa  motilitas  spermatozoa
semen cair Sapi Madura dengan
menggunakan  pengencer  berbeda
selama simpan dingin.

MATERI DAN METODE

Materi penelitian

Penelitian menggunakan 2 ekor
sapi jantan Madura umur 4-5 tahun.
Lokasi penelitian adalah kandang
percobaan dan Laboratorium
Reproduksi Ternak Lolit Sapi Potong
(Grati, Pasuruan). Durasi penelitian 2
bulan, mulai bulan Desember 2016-
Januari 2017.

Metode penelitian

Sapi jantan ditampung sebanyak
5 kali untuk menghasilkan 10 ulangan.
Penampungan dilakukan pada pagi hari
pukul  06:00-07:00 WIB, dengan
menggunakan vagina buatan. Hanya
semen dengan kualitas baik yang
diproses menjadi semen cair.
Pembuatan semen cair diawali dengan
perhitungan konsentrasi spermatozoa
dalam semen segar untuk selanjutnya
dijadikan dasar perhitungaan jumlah
pengencer yang dibutuhkan. Rumus
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yang digunakan dalam pengenceran ini Semen cair ditempatkan pada tabung

adalah: reaksi kaca, ditutup dengan plastic wrap
dan diletakkan dalam backer glass
ViMi = VoMo, tanpa water jacket. Penyimpanan semen
cair dalam refrigerator suhu 3-5°C dan
Keterangan dilakukan observasi secara berkala.

Vi: volume semen segar

M;: konsentrasi semen segar

V2: volume semen cair
(semen segar + pengencer

Maz: konsentrasi semen cair
(100 juta/ml)

Setiap semen segar yang layak
diproses menjadi semen cair dicampur
dalam tiga pengencer berbeda. Terdapat
tiga pengencer yang digunakan dalam
penelitian ini yaitu tris aminomethanee,
CEP-2 dan susu skim. Komposisi tiga
pengencer yang digunakan dalam
Target konsentrasi spermatozoa penelitian ini tertera pada Tabel 1.

pada semen cair adalah 100 juta/ml.

Tabel 1. Komposisi Pengencer Semen Cair.

Pengencer Komposisi bahan dalam pengencer

Pengencer I (Tris Aminomethane) tris aminomethane 1,262 g; asam sitrat 0,762 g;
laktosa 1,500 g; fruktosa 0,500 g; kuning telur
20%; streptomycin 0,100 g; aquadest 80 ml dan
penicillin 0,100 g.

KCI 7 mmol/L, NaCl 15 mmol/L, MgCl2(H20)s
4 mmol/L, CaClx(H,O), 3 mmol/L, NaHCO;
11,9mmol/L, NaH>PO4 8 mmol/L, KH,PO4 20
mmol/ L, Sorbitol 1 g/L, Fruktosa 55 mmol/L,
Tris 133,7 mmol/L, gentamicin-S 0,05 g/L, asam
sitrat 42 mmol/L, kuning telur 10% dan putih
telur 0,4%.

susu skim, glukosa, aquades steril, antibiotik
(penisilin dan streptomisin), kuning telur 10%.

Pengencer II (CEP-2)

Pengencer III (Susu skim)

Pengamatan  kualitas semen  cair
(parameter  motilitas  spermatozoa)
dilakukan selama 5 hari menggunakan
sistem CASA vyaitu Sperm Class
Analyzer (SCA) v. 5.2. Microptic,

tabung berskala (Susilawati, 2011).
Penilaian volume semen menggunakan

tabung berskala (Susilawati, 2011).
Penilaian motilitas secara subyektif oleh

Barcelona, Spanyol. Standar frame rate 2-3 analis. Penilaian gerak masa

(FR) yang digunakan CASA adalah 25
fps (frame per second).

Analisis kualitas semen segar
Pengukuran pH semen
dilakukan dengan menggunakan pH
indikator (Susilawati, 2011). Penilaian
warna dan konsistensi secara subyektif
dengan menggerakkan semen pada
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menggunakan mikroskop perbesaran 10
X 10, standar penilaian mengacu pada
(Susilawati, 2011). Perhitungan
konsentrasi  dengan  menggunakan
haemocytometer (Hafez, 2008; Ax et al,
2008). Total sperma motil (TSM)
dihitung dengan mengalikan volume x
motilitas x konsentrasi dalam satuan
juta/ml.
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Analisis motilitas spermatozoa
dengan CASA
Analisis diawali dengan

mengambil sampel semen cair sebanyak
3-4 ul, diletakkan dalam object glass
suhu 37°C dan tutup dengan cover glass.
Mikroskop diposisikan pada perbesaran
10 x 10 dan fase kontras pHI.
Dilakukan pemasangan green filter pada
cermin reflektor dan diatur cahaya serta
diafragma, disesuaikan dengan standar
warna pada layar komputer (Anonimous,
2016). Pengambilan gambar
spermatozoa pada layar  monitor
sebanyak 5 gambar (field). Hasil analisa
berupa nilai rata-rata ataupun nilai
setiap gambar tersaji dalam file excel.

Analisis viabilitas dan abnormalitas
Pemeriksaan  viabilitas  dan
abnormalitas semen segar diawali
dengan membuat  smear  semen
menggunakan object glass. Dilakukan
pencampuran 1 tetes semen dengan 1
tetes pewarna eosin negrosin kemudian
dicampur dengan ose, diulas dan
difiksasi dengan api. Pemeriksaan
smear semen dengan menggunakan
mikroskop  perbesaran 1000  x.
Dilakukan evaluasi sebanyak 100
spermatozoa, spermatozoa mati akan
berwarna merah sedangkan
spermatozoa hidup berwarna transparan.
Identifikasi normal dan abnormalitas
spermatozoa sampai dengan 100

Tabel 2. Kualitas semen segar Sapi Madura

spermatozoa. Jenis abnormalitas
mengacu pada Hafez (2008). Nilai yang
didapatkan, dibagi dengan jumlah total
spermatozoa yang diamati (hidup dan
mati atau normal dan tidak normal) dan
dikalikan 100%  (Ax et al., 2008)
sehingga didapatkan persentasi
viabilitas dan abnormalitas spermatozoa.

Parameter penelitian dan analisis
data

Parameter yang diukur dalam
studi ini diantaranya adalah warna, pH,
konsistensi, konsentrasi, volume, gerak
masa, viabilitas, abnormalitas
spermatozoa dan total spermatozoa
motil pada semen segar. Parameter
semen cair yang diukur menggunakan
SCA v. 5.2. diantaranya adalah:
motilitas progresif, motilitas, hiperaktif,
VSL, VCL, VAP, LIN, STR, BCF,
WOB dan ALH.

Rancangan penelitian
menggunakan RAL (Rancangan Acak
Lengkap) pola searah. Data disajikan
dalam bentuk file excel dan dianalisa
menggunakan Minitab 17.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Kualitas semen segar

Hasil penampungan semen sapi
jantan  Madura selama  kegiatan
penelitian dan kualitas semen segar sapi
Madura tertera pada Tabel 2.

No Parameter Kualitas Semen Segar Hasil Analisa
1 Volume (ml) 5,7+0,5
2 PH 6,6 +0,5
3  Warna Krem bening
4  Konsistensi Sedang-kental
5 Konsentrasi (juta/ml) 1076,0 £127,6
6  Gerak Massa 2,0£0,0
7  Viabilitas (%) 85,0+5,3
8  Motilitas progresif (%) 66,0 £ 6,5
9  Total Spermatozoa Motil (juta) 4020,9 + 758,9
10  Abnormalitas (%) 44+1,8
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Tabel 2. menunjukkan bahwa
kualitas semen segar sapi Madura baik
dan layak diproses menjadi semen cair.
Motilitas 66% sudah memenuhi kriteria
kualitas semen standar sapi jantan
menurut Ax et al. (2008) yaitu 50%.
Motilitas semen segar 70% layak
diproses menjadi semen cair dan semen
beku. Total spermatozoa motil (TSM)
mencapai 4020,9 juta.

Konsentrasi spermatozoa di atas
1000 juta/ml menunjukkan semen telah
memenuhi standar semen sapi jantan
(200-1800 juta/ml). Nilai viabilitas
85,0% dan abnormalitas spermatozoa
4,4% sudah memenuhi standar kualitas
semen sapi jantan menurut Ax et al.
(2008) yaitu 80% dan <20%.

Abnormalitas yang ditemukan dalam
semen sapi Madura diantaranya: kepala
spermatozoa saja (decapitated head
sperms), kepala spermatozoa kecil
(microchepalus sperms), kepala bentuk
buah pear (pear shape sperms),
spermatozoa ekor melingkar (coiled tail
sperms) dan kepala spermatozoa ganda
(double head sperms).

Motilitas spermatozoa semen cair
Sapi Madura dengan tiga pengencer
berbeda.

Motilitas dan motilitas progresif

Hasil pengamatan motilitas dan
motilitas progresif spermatozoa semen
cair sapi Madura selama penyimpanan
dingin tertera pada Tabel 3.

Tabel 3. Motilitas dan motilitas progresif spermatozoa semen cair Sapi Madura selama

simpan dingin.

Pengencer
Parameter Hari Tris
ke- (H)  Aminomethane CEP-2 Susu skim

Motilitas (%) 0 93,6 =+ 2,4 92,3 =+ 2,1 91,0 + 45

1 87,6 =+ 3,6 88,6 =+ 3,9 84,5 + 53

2 85,6 =+ 43 83,5 =+ 9,9 81,6 + 53

3 844 £ 3,60 786 £ 73 70,7 + 6,6°

4 84,5 £ 3,7 81,1 £ 49* 657 =+ 86
5 804 £ 7,54 753 £ 12,2% 61,2 =+ 13,0

Mot Progresif 0 84,3 + 22* 846 =+ 32 756 £+ 24°
(%) 1 793 + 81 778 £ 74* 63,5 £ 126"

2 76,0 + 55 67,8 £ 11,5® 61,6 + 50b

3 68,8 + 500 583 £ 13,7 50,8 <+ 95

4 644 + 85 566 =+ 36 425 <+ 98b

5 59,8 + 7,9 51,1 £ 104* 37,0 + 46

Keterangan: superskrip yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan perbedaan

yang signifikan (P<0,05).

Berdasarkan Tabel 3. diketahui
bahwa motilitas spermatozoa pada awal
penyimpanan  tidak  menunjukkan
perbedaan nyata. Namun pada
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penyimpanan hari ke 3-5 menunjukkan
perbedaan yang nyata antar pengencer
(P<0,05). Pada H3 dan HS5 motilitas
spermatozoa dalam pengencer tris
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aminomethane (84,4%; 80,4%) secara
nyata (P<0,05) lebih tinggi daripada
susu skim (70,7%; 61,2%), namun tidak
berbeda nyata dengan CEP-2 (78,6%:;
75,3%). Pada H4 motilitas spermatozoa
dalam pengencer tris aminomethane
(84,5%) dan CEP-2 (81,1%) lebih tinggi
secara nyata daripada pengencer susu
skim (65,7%).

Nilai motilitas progresif
spermatozoa antar pengencer
menunjukkan perbedaan nyata selama
penyimpanan dingin. Pada HO dan HI
motilitas progresif pada pengencer tris
aminomethane (84,3%; 9,3%) dan CEP-
2 (84,6%; 77,8%) lebih tinggi secara
nyata (P<0,05) daripada pengencer susu
skim (75,6%; 63,5%). Sedangkan pada
H2-H5 motilitas progresif spermatozoa
dalam pengencer tris aminomethane
berbeda nyata (P<0,05) lebih tinggi
(76,0%;  68,8%;  64,4%; 59,8%)
daripada pengencer susu skim (61,6%;
50,8%; 42,5%; 37,0%), namun tidak
berbeda nyata dengan pengencer CEP-2
(6,8%; 58,3%:; 56,6%; 51,1%).

Penilaian motilitas dan motilitas
progresif spermatozoa menggunakan
SCA 5.2. mengacu pada standar WHO.
Persentasi motilitas spermatozoa
merupakan persentasi spermatozoa yang
mempunyai VAP<25 pm/s. Sedangkan
persentasi motilitas progresif
spermatozoa  merupakan  persentasi
spermatozoa dengan nilai VAP >25
um/s (Contri et al., 2010). Hasil
penelitian lain menyatakan bahwa
kriteria spermatozoa motil progresif
apabila kecepatan gerak >20 pum/s dan
spermatozoa motil apabila kecepatan
gerak >5 um/s (Massanyi et al, 2008).
Nilai motilitas, motilitas progresif dan
integritas membran berperan penting
dalam mendukung fertilitas sapi jantan
(Abavisani et al., 2013). Membran yang
intact (utuh) berfungsi dalam
membangun ikatan dengan zona
pellucida. Kemampuan spermatozoa
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menembus cumulus dan zona pellucida
membutuhkan motilitas spermatozoa
yang baik (Ducha et al., 2014; Singh et
al., 2011).

Selama masa simpan terdapat
penurunan  motilitas dan  motilitas
progresif spermatozoa secara bertahap.
Derajat  penurunan  motilitas  dan
motilitas progresif pada pengencer tris
aminomethane lebih rendah daripada
CEP-2 dan susu skim. Pengencer tris
aminomethane dan CEP-2  dapat
mempertahankan motilitas dan motilitas
progresif spermatozoa selama masa
simpan. Pada HS5, motilitas progresif
spermatozoa dalam pengencer tris
aminomethan dan CEP-2 adalah 59,8%
dan 51,1%. Hasil penelitian Lukman et
al (2014) menyatakan bahwa motilitas
semen cair pada sapi Bali pada hari ke-5
mencapai 55,3%. Penurunan motilitas
(61,2%) dan motilitas progresif (37,0%)
spermatozoa dalam pengencer susu
skim lebih tinggi (drastis) selama
simpan dingin.

Penurunan motilitas disebabkan
adanya pengurasan sumber energi
selama penyimpanan dingin. Hal ini
diduga karena sumber energi dalam
susu skim yang terbatas yaitu glukosa.
Sedangkan  pada  pengencer  tris
aminomethane dan CEP-2 sumber
energi meliputi laktosa dan fruktosa
(tris aminomethane) serta fruktosa dan
sorbitol ~ (CEP-2).  Energi  yang
digunakan untuk bergerak berasal dari
siklus krebs, transfer elektron
phosporilasi oksidatif dalam bentuk
ATP dan AMP vyang berfungsi
mengubah fruktosa menjadi asam laktat
dan CO,. Komposisi lain yang
berpengaruh dalam pengencer terhadap
motilitas spermatozoa adalah adanya
buffer/ penyangga. Tris dan sitrat dalam
pengencer tris aminomethane dan CEP-
2 berfungsi dalam mempertahankan PH
tetap stabil (tidak turun) sehingga
motilitas spermatozoa terjaga (Widjaya,
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2011). Komponen tersebut tidak
terdapat dalam pengencer susu skim
sehingga pH lebih cepat turun dan
penurunan motilitas dalam pengencer
susu skim lebih besar. Lama simpan dan
media pengencer mempengaruhi
motilitas spermatozoa (Zaenuri et al.,
2012). Selama penyimpanan,
metabolisme spermatozoa tetap berjalan
dengan menghasilkan hasil samping
diantaranya asam laktat. Akumulasi
asam laktat selama simpan dingin dapat
mempengaruhi  motilitas spermatozoa
(Widjaya, 2011). Tardif et al. (1997)
menyatakan ~ media susu skim
menghasilkan pengencer dengan
kekentalan lebih  tinggi  sehingga

mempengaruhi pergerakan spermatozoa.

Kondisi yang berbeda pada pengencer
tris aminomethane dan CEP-2, dimana
pengencer mempunyai kekentalan lebih
rendah sehingga memungkinkan
spermatozoa bergerak lebih aktif dan
tidak terbatasi.

Pada semua media pengencer
terdapat penambahan kuning telur
sebanyak 10% (CEP-2) dan 20% (tris
aminomethane dan susu skim). Selain
itu, dalam pengencer CEP-2 juga
ditambahkan putih telur 0,4% sebagai
pengganti  BSA. Meskipun dalam
preparasinya pengencer sudah
disentrifuse, namun tidak menutup
kemungkinan  debris masih  dapat
mengganggu penilaian  spermatozoa.
Susu dan telur (albumin dan egg yolk)
merupakan produk biologi. Masalah
utama pada pengencer berbahan dasar
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susu dan kuning telur adalah merupakan
produk biologi yang terdiri dari
beberapa komponen yang tidak dapat
distandarisasi dan Dbersifat variatif.
Penggunaan produk biologi tersebut
memungkinkan adanya partikel dan
debris yang berada diantara
spermatozoa sehingga teridentifikasi
sebagai static sperm. Tingginya static
sperm dapat membiaskan penilaian
karena dapat menurunkan penilaian
motilitas terhadap spermatozoa.
Kualitas spermatozoa yang
sesungguhnya mungkin lebih baik
daripada hasil yang tertampil di CASA.
Beberapa komponen produk
biologi  memberikan  efek  yang
menguntungkan, namun komponen
lainnya dapat memberikan efek yang
merugikan terhadap fungsi spermatozoa.
Konsentrasi spermatozoa yang terlalu
tinggi pada pengencer memberikan efek
yang merugikan pada  motilitas
spermatozoa. Konsentrasi yang tinggi
membatasi ruang gerak spermatozoa
sehingga lintasan spermatozoa yang
sesungguhnya tidak dapat tertangkap
oleh CASA (SCA). Faktor yang lain
adalah tingginya peluang antar kepala
spermatozoa saling kolisi (menempel)

sehingga  pergerakan  spermatozoa
terhambat.
VCL, VAP, VSL

Nilai velocity (VCL, VSL dan
VAP) semen cair sapi Madura selama

penyimpanan dingin tertera pada Tabel
4.
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Tabel 4. VCL, VSL dan VAP spermatozoa semen cair Sapi Madura selama simpan

dingin.
Hari Pengencer
Parameter  ke- Tris
(H) Aminomethane CEP-2 Susu skim

VCL 0 53,3 =+ 6,2% 59,6 + 8,2¢ 46,1 = 2,4°
(um/s) 1 60,5 + 90° 523 +  83% 433 £ 46
2 61,5 + 9,82 48,2 =+ 10,8° 41,9 = 4,7°

3 544 + 6,3? 40,4 = 9,7b 37,8 + 6,8°

4 52,0 + 4,82 38,8 + 5,6° 353 + 5,90

5 543 + 8,1 45,1 = 7,2 41,9 = 9,0

VSL 0 30,1 + 2,4 32,1 + 4,6 28,1 =+ 3,7
(um/s) 1 2.8 + 450 270 + 500 202 +  47°
2 21,6 =+ 3,7 25,6 =+ 6,8 20,6 =+ 1,5

3 18,2 + 34 22,8 =+ 6,6 19,1 + 2,9

4 17,6 + 34 20,9 =+ 3,8 16,8 + 2,6

5 17,8 + 3,9 23,0 =+ 3,5 22,2 =+ 4,4

VAP 0 364 + 3,7 41,7 = 6,0° 340 + 2,8°
(um/s) 1 326 + 69 331 + 65 255 <+ 44
2 32,7 =+ 5,12 314 =+ 8,62 26,0 + 1,45

3 28,7 =+ 5,3 26,8 =+ 7,1 23,8 =+ 4,2

4 26,8 =+ 3,7 248 =+ 4,2 21,9 = 2,7

5 27,5 =+ 4,8 29,2 =+ 4,0 27,8 =+ 6,3

Keterangan: superskrip yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan perbedaan

yang signifikan (P<0,05).

Nilai VCL semen cair sapi
Madura selama masa simpan
menunjukkan perbedaan yang nyata
(P<0,05) antar pengencer pada HO-H4.
Pada HO nilai VCL dalam pengencer
CEP-2 lebih tinggi (59,6 pum/s) secara
nyata (P<0,05) daripada susu skim (46,1
um/s) dan tidak berbeda nyata dengan
tris aminomethane (53,3 pm/s). Pada
H1 nilai VCL dalam pengencer tris
aminomethane yang lebih tinggi (60,5
um/s) secara nyata (P<0,05) daripada
CEP-2 (52,3 um/s) dan susu skim (43,3
um/s). Pada H2-H4 nilai VCL
spermatozoa dalam pengencer tris
aminomethane (61,5 pm/s; 54,4 pum/s;
52,0 wm/s) lebih tinggi secara nyata
(P<0,05) daripada pengencer CEP-2
(48,2 um/s; 40,4 um/s; 38,8 um/s) dan
susu skim (41,9 um/s; 3,8 um/s; 35,3
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um/s). Nilai VCL spermatozoa dalam
pengencer tris aminomethane lebih
tinggi  dari  pengencer  lainnya,
menunjukkan bahwa vigor gerakan
spermatozoa yang lebih kuat. Selama
simpan dingin penurunan nilai VCL
tertinggi pada pengencer susu skim,
ditkuti  oleh CEP-2  dan  tris
aminomethane. Definisi dari VCL
adalah kecepatan spermatozoa pada
lintasannya yang dinyatakan dalam
satuan pum/s. Nilai parameter ini hanya
menunjukkan  kekuatan  pergerakan
spermatozoa, namun tidak memberikan
informasi tentang progresivitas
spermatozoa maupun arah  gerak
spermatozoa (Perreault, 2002).

Nilai VCL semen cair sapi
Madura selama masa simpan
menunjukkan perbedaan yang nyata
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(P<0,05) antar pengencer pada HO-
H4.Pada HO nilai VCL dalam pengencer
CEP-2 lebih tinggi (59,6 pum/s) secara
nyata (P<0,05) daripada susu skim (46,1
um/s) dan tidak berbeda nyata dengan
tris aminomethane (53,3 pm/s). Pada
H1 nilai VCL dalam pengencer tris
aminomethane yang lebih tinggi (60,5
um/s) secara nyata (P<0,05) daripada
CEP-2 (52,3 um/s) dan susu skim (43,3
um/s). Pada H2-H4 nilai VCL
spermatozoa dalam pengencer tris
aminomethane (61,5 pm/s; 54,4 pum/s;
52,0 wm/s) lebih tinggi secara nyata
(P<0,05) daripada pengencer CEP-2
(48,2 um/s; 40,4 um/s; 38,8 um/s) dan
susu skim (41,9 um/s; 3,8 um/s; 35,3
um/s). Nilai VCL spermatozoa dalam
pengencer tris aminomethane lebih
tinggi  dari  pengencer  lainnya,
menunjukkan bahwa vigor gerakan
spermatozoa yang lebih kuat. Selama
simpan dingin penurunan nilai VCL
tertinggi pada pengencer susu skim,
diikuti  oleh CEP-2  dan  tris
aminomethane. Definisi dari VCL
adalah kecepatan spermatozoa pada
lintasannya yang dinyatakan dalam
satuan pum/s. Nilai parameter ini hanya
menunjukkan  kekuatan  pergerakan
spermatozoa, namun tidak memberikan
informasi tentang progresivitas
spermatozoa maupun arah  gerak
spermatozoa (Perreault, 2002).

Nilai VSL secara umun tidak
menunjukkan perbedaan nyata selama
penyimpanan dingin. Namun pada HI
nilai  VSL  spermatozoa  dalam
pengencer CEP-2 secara nyata (P<0,05)
lebih tinggi daripada pengencer susu
skim (20,2 um/s) namun tidak berbeda
nyata (P>0,05) dengan tris
aminomethane (22,8 um/s). Definisi
VSL adalah kecepatan pergerakan
spermatozoa dalam satu jalur/arah lurus
yang dinyatakan dalam satuan pm/s.
Selama penyimpanan terjadi penurunan
nilai VSL secara bertahap. Parameter ini

DOI : 10.21776/ub.jiip.2017.027.01.07

menunjukkan  progresivitas  gerakan
spermatozoa, namun tidak menunjukkan
pola gerakan spermatozoa (Perreault,
2002). Nilai rataan VSL dalam
pengencer CEP-2 lebih tinggi daripada
tris aminomethane dan susu skim,
walaupun secara statistik tidak berbeda
nyata selama penyimpanan. Hal ini
mengindikasikan spermatozoa dalam
pengencer CEP-2 lebih  progresif
daripada spermatozoa dalam pengencer
tris aminomethane dan susu skim.

Nilai VAP spermatozoa pada
HO-H2 menunjukkan perbedaan nyata
(P<0,05) antar pengencer. Pada HO,
VAP dalam pengencer CEP-2 lebih
tinggi (41,7 um/s) secara nyata (P<0,05)
daripada susu skim (34,0 um/s), namun
tidak berbeda nyata (P>0,05) dengan
tris aminomethane (36,4 pm/s). Pada
H1, VAP spermatozoa dalam pengencer
tris aminomethane (32,6 um/s) dan
CEP-2 (33,1 um/s) secara nyata (P<0,05)
lebih tinggi darpada susu skim (25,5
um/s). Pada H2, nilai VAP dalam
pengencer tris aminomethane (32,7
um/s ) secara nyata (P<0,05) lebih
tinggi daripada susu skim (26,0 pm/s),
namun tidak berbeda nyata dengan
pengencer CEP-2 (31,4 um/s). Secara
keseluruhan, selama  penyimpanan
dingin terdapat penurunan nilai VAP
secara bertahap. Hal ini berbeda dengan
hasil penelitian Tardif et al., (1997)
yang menyatakan bahwa nilai VAP
akan mnaik setelah pengenceran dan
kemudian turun secara bertahap selama
penyimpanan. Definisi dari VAP adalah
kecepatan rata-rata spermatozoa, yang
dihitung dengan membagi panjang alur
dengan waktu tempuhnya yang
dinyatakan dalam satuan pm/s.

Salah  satu  faktor  yang
mempengaruhi  kecepatan spermatozoa
adalah media (pengencer). Sebagaimana
disampaikan sebelumnya bahwa
pengencer tris aminomethane dan CEP-
2 mempunyai konsistensi yang lebih
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encer daripada susu skim sehingga
mendukung  kecepatan  pergerakan
(motilitas) spermatozoa lebih leluasa.
Komposisi dalam  pengencer tris
aminomethan dan CEP-2 lebih lengkap
dengan  fungsi  tersendiri  dalam
mendukung  kehidupan spermatozoa
sehingga mendukung kecepatan gerak
spermatozoa. Walaupun sebagian besar

VAP), namun nilai rataan parameter
kecepatan dalam pengencer susu skim
lebih rendah daripada pengencer lainnya.

LIN, STR, WOB

Hasil observasi nilai LIN, STR
dan WOB pada semen cair sapi Madura
selama kegiatan penelitian berlangsung
tertera pada Tabel 5.

kecepatan spermatozoa (VCL, VSL,

Tabel 5. LIN, STR dan WOB spermatozoa semen cair Sapi Madura selama simpan

dingin.
Hari Pengencer
Parameter ke- Tris
(H) Aminomethane CEP-2 Susu skim
LIN (%) 0 56,7 + 5,6 543 + 8,0 58,4 + 11,3
1 37,8 + 55 51,7 + 56 44,1 +  10,0®
2 357 + 7,9 527 +£ 58 48,1 <+ 10,02
3 334 = 45° 559 + 58 473 <+ 10,62
4 33,7 £ 4,5° 539 + 4,680 42,6 <+ 12,32
5 329 = 54 514 £ 60 530 =+ 2,8°
STR (%) 0 82,7 =+ 42 77,5 + 8,7 82,6 <+ 4,6
1 70,6 + 7,8® 81,8 + 50° 783 <+ 7,62
2 66,3 + 93> 81,5 + 59 792 + 4,6
3 63,5 + 51° 846 <+ 33 809 = 3.4*
4 655 + 6,5 843 <+ 1,5 793 =+ 3,6*
5 64,7 + 677> 787 + 2,68 80,2 + 2,82
WOB (%) 0 684 + 35 69,9 + 3,7 73,6 <+ 4,7
1 535 + 47° 63,1 + 44* 58,7 + 5,92
2 53,6 + 58 645 + 44 626 =+ 5,2%
3 524 £+ 44> 66,0 + 47° 63,0 =+ 2,5°
4 51,4 = 4,0® 638 =+ 47° 604 =+ 5,12
5 50,8 + 56° 652 + 68 66,1 =+ 2,8°

Keterangan: superskrip yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan perbedaan
yang signifikan (P<0,05).
namun tidak menunjukkan perbedaan

Berdasarkan Tabel 5 diketahui
bahwa hampir semua parameter (LIN,
STR dan WOB)  menunjukkan
perbedaan nyata  (P<0,05) antar
pengencer selama masa simpan (HI1-HY)
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nyata (P>0,05) pada HO. Nilai LIN pada
H1 dengan pengencer CEP-2 lebih
tinggi (51,7%) secara nyata (P<0,05)
daripada tris aminomethane (37,8%),
namun tidak berbeda nyata (P>0,05)
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dengan susu skim (44,1%). Sedangkan
pada H2-HS5, nilai LIN pada pengencer
CEP-2 (52,7%; 55,9%; 53,9%:51,4%)
dan susu skim (48,1%; 47,3%; 42,6%;
53,0%) lebih tinggi secara nyata
(P<0,05) daripada tris aminomethane

(35,7%;  33,4%;  33,7%; 32,9%).
Udrayana (2009) menyatakan LIN
merupakan kelurusan lintasan

curvelinear. Nilai LIN didapatkan
dengan membagi VSL dengan VCL
dikalikan dengan 100 dan dinyatakan
dalam  %.Nilai STR pada HI
spermatozoa dalam pengencer CEP-2
(81,8%) lebih tinggi secara nyata
(P<0,05) daripada tris aminomethane
(70,6%), namun tidak berbeda nyata
(P>0,05) dengan susu skim (78,3%).
Sedangkan pada H2-HS5, nilai STR
spermatozoa dalam pengencer CEP-2
(81,5%; 84,6%; 84,3%; 78,7%) dan
susu skim (79,2 %; 80,9%; 79,3%:;
80,2%) secara nyata lebih tinggi
daripada tris aminomethane (66,3%;
63,5%; 65,5%; 64,7%). Nilai STR
didapatkan dengan membagi VSL
dengan VAP dikalikan dengan 100 dan

dinyatakan dalam %. STR merupakan
kelurusan rata-rata jalur spatial.

Nilai WOB selama simpan
dingin (H1-HS5) menunjukkan
perbedaan yang nyata (P<0,05) antar
pengencer yang digunakan. WOB
dalam pengencer CEP-2 (63,1%; 64,5%;
66,0%; 63,8%; 65,2%) dan susu skim
(58,7%; 62,6%; 63,0%; 60,4%; 66,1%)
secara nyata (P<0,05) lebih tinggi
daripada tris aminomethane (53,5%;
53,6%; 52,4%; 51,4%; 50,8%). Nilai
WOB didapatkan dengan membagi
VAP dengan VCL dikalikan 100 dan
disajikan dalam %. Pola renang
spermatozoa ditentukan oleh nilai LIN
dan STR spermatozoa. Udrayana (2009)
menyatakan bahwa WOB merupakan
pengukuran osilasi lintasan sebenarnya.

Hiperaktif

Status  hiperaktif spermatozoa
dalam semen cair sapi Madura
menggunakan tiga pengencer berbeda

selama simpan dingin tertera pada Tabel
6.

Tabel 6. Hiperaktif spermatozoa semen cair Sapi Madura selama simpan dingin.

Parameter  Hari Pengencer
ke- (H) Tris Aminomethane CEP-2 Susu skim
Hiperaktif 0 9,5 =+ 4.8 7,8 + 1,0 56 + 2,0
(%) 1 155 + 11,0 9,9 =+ 7,8 10,0 =+ 6,1
2 13,0 =+ 4,2 9,6 =+ 53 12,2 =+ 8,2
3 77  + 3,9 6,3 =+ 5,6 6,5 =+ 6,2
4 9,1 =+ 5,7 35 =+ 1,6 4,6 =+ 3,7
5 6,4 + 2,5 2,0 =+ 1,1 6,7 =+ 2,3

Keterangan: superskrip yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan perbedaan

yang signifikan (P<0.05).

Berdasarkan Tabel 6. diketahui bahwa
nilai  hiperaktif —spermatozoa antar
pengencer selama simpan dingin tidak
menunjukkan perbedaan nyata (P>0,05).
Rentang nilai hiperaktif antar pengencer
cukup jauh karena data yang
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variatif sehingga secara statistik tidak
menunjukkan perbedaan yang nyata.
Namun dari nilai rataan, nilai hiperaktif
pada pengencer tris aminomethane
lebih tinggi daripada pengencer CEP-2
dan susu skim.
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Kriteria spermatozoa hiperaktif
dengan menggunakan SCA v 5.2.
adalah spermatozoa yang mempunyai
nilai VCL>150 pm/s, LIN <50% dan
ALH>5 pum. Selama penyimpanan,
pengencer tris aminomethane cenderung
menunjukkan nilai VCL yang lebih
tinggi dan STR yang Ilebih rendah
daripada pengencer CEP-2 dan susu
skim. Sedangkan nilai ALH cenderung
stabil selama simpan dingin. Schmidt
and Kamp (2004) menyatakan kejadian
hiperaktif merupakan indikasi
terjadinya  kapasitasi  spermatozoa.
Terjadi kenaikan arus Ca*" dan memicu
terjadinya  reaksi  akrosom.  Hasil
penelitian sebelumnya menunjukkan
hasil yang sangat bervariasi dan tidak
ada standar kriteria hasil analisa dengan

CASA. Hal ini terkait dengan banyak
faktor yang mempengaruhi hasil analisa
menggunakan  CASA,  diantaranya
seting alat, preparasi sampel, keahlian
analis dan sampel semen. Ripp et al.

(2003) menyatakan batasan
spermatozoa hiperaktif diantaranya:
LIN <60%, ALH >7,5 pm dan

VCL>100 pms.

ALH dan BCF
Nilai ALH dan BCF dari hasil
analisa menggunakan SCA versi 5.2.

merupakan paramater yang
menunjukkan pola gelombang
spermatozoa. Hasil pengamatan nilai

ALH dan BCF semen cair sapi Madura
selama penyimpanan dingin tertera pada
Tabel 7.

Tabel 7. ALH dan BCF spermatozoa semen cair Sapi Madura selama simpan dingin.

Hari Pengencer
Parameter ke- Tris
(H) Aminomethane CEP-2 Susu skim
ALH (um) 0 20 £ 0,3° 20 =+ 0,12 1,6 =+ 0,2°
1 30 + 0,3° 21 + 072° 22 + 0,2°
2 29 =+ 0,5 21 + 072° 2,1+ 0,3°
3 2,8 = 0,22 1,9 + 072° 2,0 + 0,1°
4 29 =+ 0,22 1,8 £ 0,1 2,0 + 0,2°
5 2,8 = 0,5 1,7 + 0,1° 1,8 =+ 0,1°
BCF (Hz) 0 12,6 + 0,7 13,0 =+ 0,8 12,1 =+ 0,6
1 99 + 24> 126 <+ 1,12 11,1 =+ 1,42
2 10,1 + 1,9 11,8 =+ 1,52 11,2 =+ 0,82
3 90 + 1,6° 11,5 + 1,62 10,7 =+ 1,5%
4 85 + 1,7 12,1 =+ 1,62 10,3 =+ 0,92
5 85 + 3,5 141 =+ 3,52 12,6 =+ 3,20

Keterangan: superskrip yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan perbedaan

yang signifikan (P<0,05).

Nilai ALH pada HO
menunjukkan perbedaan yang nyata
(P<0,05) pada pengencer tris

aminomethane (2,0 pm) dan CEP-2 (2,0
um) lebih tinggi daripada susu skim
(1,6 um). Sedangkan pada H1-HS5 nilai
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ALH pada pengencer tris aminomethane
(3,0 um; 2,9 um; 2,8 um; 2,9 um; 2,8
um) secara nyata lebih tinggi daripada
CEP-2 (2,1 pym; 2,1 pm; 1,9 um; 1,8
um; 1,7 um) dan susu skim (2,2 um; 2,1
um; 2,0 um; 2,0 um; 1,8 pum). Nilai
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ALH  didapatkan  dari  hitungan
matematis dari  jarak  maksimum
excursion dari jalur lintasan dan jarak
maksimum dari rataan alur. Nilai ALH
antar ~ hasil  penelitian  berbeda
tergantung  dari  banyak  faktor
diantaranya  jenis = CASA  yang
digunakan (Perreault, 2002), standar
lintasan spermatozoa dan seting alatnya.
Semua nilai rataan ALH spermatozoa
dalam tiga pengencer selama simpan
dingin relatif stabil dan masih berada di
level <5 um. Hal ini berlawanan dengan
hasil penelitian Tardif et al (1996)
bahwa selama simpan dingin nilai ALH
semen cair akan semakin meningkat
yang ditandai dengan banyaknya
gerakan kepala star-shaped pattern.

Nilai BCF pada HO tidak
terdapat perbedaan nyata (P>0,05) antar
pengencer. Namun pada HI-HS5, nilai
BCF pada pengencer CEP-2 (12,6 Hz;
11,8 Hz; 11,5 Hz; 12,1 Hz; 14,1 Hz)
secara nyata (P<0,05) lebih tinggi
daripada tris aminomethane (9,9 Hz;
10,1 Hz; 9,0 Hz; 8,5 Hz; 8,5 Hz),
namun tidak berbeda nyata (P>0,05)
dengan susu skim (11,1 Hz; 11,2 Hz;
10,7 Hz; 10,3 Hz; 12,6 Hz). Beat cross
frequency didefinisikan sebagai
banyaknya lintasan spermatozoa
melalui rata-rata alur per detik. Nilai
BCF juga tergantung dari sistem CASA
yang digunakan.

Nilai ALH pada HO
menunjukkan perbedaan yang nyata
(P<0,05) pada pengencer tris
aminomethane (2,0 pm) dan CEP-2 (2,0
um) lebih tinggi daripada susu skim
(1,6 um). Sedangkan pada H1-HS5 nilai
ALH pada pengencer tris aminomethane
(3,0 um; 2,9 pm; 2,8 um; 2,9 um; 2,8
um) secara nyata lebih tinggi daripada
CEP-2 (2,1 pm; 2,1 pm; 1,9 pum; 1,8
um; 1,7 um) dan susu skim (2,2 um; 2,1
um; 2,0 um; 2,0 um; 1,8 pum). Nilai
ALH  didapatkan  dari  hitungan
matematis dari  jarak  maksimum
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excursion dari jalur lintasan dan jarak
maksimum dari rataan alur. Nilai ALH
antar  hasil  penelitian  berbeda
tergantung  dari  banyak  faktor
diantaranya  jenis CASA  yang
digunakan (Perreault, 2002), standar
lintasan spermatozoa dan seting alatnya.
Semua nilai rataan ALH spermatozoa
dalam tiga pengencer selama simpan
dingin relatif stabil dan masih berada di
level <5 um. Hal ini berlawanan dengan
hasil penelitian Tardif et al (1996)
bahwa selama simpan dingin nilai ALH
semen cair akan semakin meningkat
yang ditandai dengan banyaknya
gerakan kepala star-shaped pattern.

Nilai BCF pada HO tidak
terdapat perbedaan nyata (P>0,05) antar
pengencer. Namun pada HI-HS, nilai
BCF pada pengencer CEP-2 (12,6 Hz;
11,8 Hz; 11,5 Hz; 12,1 Hz; 14,1 Hz)
secara nyata (P<0,05) lebih tinggi
daripada tris aminomethane (9,9 Hz;
10,1 Hz; 9,0 Hz; 8,5 Hz; 8,5 Hz),
namun tidak berbeda nyata (P>0,05)
dengan susu skim (11,1 Hz; 11,2 Hz;
10,7 Hz; 10,3 Hz; 12,6 Hz). Beat cross
frequency didefinisikan sebagai
banyaknya lintasan spermatozoa
melalui rata-rata alur per detik. Nilai
BCF juga tergantung dari sistem CASA
yang digunakan.

KESIMPULAN

Motilitas dan motilitas progresif
spermatozoa pada pengencer tris
aminomethane dan CEP-2 lebih tinggi
daripada susu skim selama 5 hari
penyimpanan dingin. Nilai VCL pada
pengencer tris aminomethane lebih
tinggi daripada CEP-2 dan susu skim.
Nilai VSL hampir tidak menunjukkan
perbedaan antar pengencer. Nilai VAP
pada pengencer tris dan CEP-2 lebih
tinggi daripada susu skim pada awal
penyimpanan. Nilai LIN, STR dan
WOB pada pengencer CEP-2 dan susu
skim menghasilkan nilai yang lebih
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tinggi daripada tris aminomethane. Nilai
persentasi hiperaktif spermatozoa sama
antar pengencer.  Nilai ALH pada
pengencer tris aminomethane lebih
tinggi daripada CEP-2 dan susu skim.
Nilai BCF pada CEP-2 lebih tinggi
daripada  susu  skim dan  tris

aminomethane. Pengencer tris
aminomethane dan  CEP-2  lebih
mendukung kualitas motilitas

spermatozoa semen cair sapi Madura
selama 5 hari simpan dingin daripada
susu skim.
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