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Abstrak

Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan kombinasi terbaik antara krioprotektan alami (larutan madu) dan
krioprotektan sintetik (metanol) terhadap kualitas spermatozoa Chromobotia macracanthus Bleeker 1852, pasca
penyimpanan pada suhu -80 °C selama 48 jam. Kombinasi metanol 10% dengan berbagai konsentrasi larutan madu
(0%, 0,1%, 0,3%, 0,5%, 0,7% dan 0,9%) diuji dalam penelitian ini. Larutan Ringer digunakan sebagai ekstender.
Sperma yang telah diencerkan, kemudian diekuiliberasi selama 25 menit pada suhu 4 °C, kemudian disimpan beku pada
suhu -80 °C selama 48 jam. Sperma kemudian dicairkan pada suhu 40 °C selama 13 detik. Viabilitas, motilitas dan
persentase fertilisasi dievaluasi. Hasil uji analisis sidik ragam menunjukkan bahwa kombinasi metanol 10% dengan
beberapa konsentrasi larutan madu berpengaruh secara signifikan (P<0,05) terhadap viabilitas spermatozoa dan
persentase fertilisasi, tapi tidak berpengaruh terhadap motilitas spermatozoa (P>0,05). Kombinasi larutan madu 0,1%
dan metanol 10% menunjukkan persentase tertinggi baik motilitas (89,4 + 5,45%), viabilitas (85,75 = 4,79%), maupun
persentase fertilisasi (98,55 £ 1,69%). Kesimpulan penelitian ini adalah bahwa larutan madu 0,1% yang dikombinasikan
dengan metanol 10% dalam larutan Ringer merupakan krioprotektan terbaik bagi spermatozoa C. macracanthus yang
disimpan pada suhu -80 °C selama 48 jam.

Kata penting: ikan botia, larutan Ringer, madu, metanol, preservasi spermatozoa.

Abstract

The purpose of study was to obtain the best combination of natural cryoprotectant (honey solution) and synthetic
cryoprotectant (methanol) on the quality of spermatozoa Chromobotia macracanthus Bleeker 1852, after freezing at -
80 °C for 48 hours. The combination of 10% methanol with various concentrations of honey solution (0%, 0.1%, 0.3%,
0.5%, 0.7% and 0.9%) was tested in this study. Ringer's solution was used as an extender. The diluted sperm was then
equilibrated for 25 minutes at 4 °C, then frozen at -80 °C for 48 hours. The sperm was then thawed at 40 °C for 13
seconds. Viability, motility and percentage of fertilization were evaluated. The results of the analysis of variance
showed that the combination of 10% methanol with several concentrations of honey solution had a significant effect (P
<0.05) on the viability of spermatozoa and the percentage of fertilization, but had no effect on sperm motility (P> 0.05).
The combination of 0.1% honey solution and 10% methanol showed the highest percentage of both motility (89.4 +
5.45%), viability (85.75 +4.79%), and the percentage of fertilization (98.55 + 1.69%). %). The conclusion of this study
is that 0.1% honey solution combined with 10% methanol in Ringer's solution is the best cryoprotectant for C.
macracanthus spermatozoa stored at -80 °C for 48 hours

Key words: botia fish, honey, methanol, preservation of spermatozoa, Ringer's solution

Pendahuluan 2300 spesimen di sungai Musi pada tahun 2006,

Botia Chromobotia macrachanthus Bleeker
1852 adalah salah satu ikan hias air tawar yang
populer yang berasal dari Sumatera dan
Kalimantan (Kottelat et al. 1996). Ikan botia di
alam telah mengalami penurunan populasinya

karena penangkapan yang berlebihan sekitar

dan ekspor juvenile C. macrachanthus sekitar 50
juta pada tahun 2009 (Ng & Tan 1997; Legendre
et al. 2012; Hossain Md et al. 2015; Hossen Md
et al. 2016; Hossain Md et al. 2017). Penurunan
populasi ikan botia juga disebabkan oleh
penebangan pohon di hutan secara ilegal (IBSAP
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2003; Onrizal et al. 2005; Tlusty et al. 2008,
Lakra ef al. 2010; Raghavan, et al. 2013; Gupta
et al. 2015; Hossain Md et al. 2015; Afros et al.
2016; Hossen Md et al. 2016, Islam Md et al.
2017). Studi tentang biockologi ikan botia telah
dilakukan oleh beberapa peneliti (Tan & Kottelat
2009; Legendre et al. 2012; Kottelat 2013; Dey
& Barat 2015; Dey et al. 2015; Gupta 2016;
Hossain Md et al. 2017), demikian pula dengan
keberhasilan teknologi budidaya juga telah dila-
porkan (Tan & Kottelat 2009; Legendre ef al.
2012; Kottelat 2013; Dey & Barat 2015; Dey et
al. 2015; Gupta 2016; Hossain Md et al. 2017).
Oleh karena itu produksi ikan botia untuk
memenuhi  permintaan pasar tidak lagi
mengandalkan pada alam (dari habitat alaminya)
namun berdasarkan produksi akuakultur (Tan &
Kottelat 2009; Legendre et al. 2012; Kottelat
2013; Dey & Barat 2015; Dey et al. 2015; Gupta
2016). Namun demikian produksi benih ikan
botia masih menghadapi beberapa kendala
terutama penyediaan induk yang berkualitas. Hal
ini disebabkan pematangan gonad yang lama (8-
10 bulan) serta tidak sinkronnya pematangan
gonad antara induk jantan dan betina (Satyani
dkk. 2006; Legendre et al. 2012; Permana et al.
2015; Musthofa et al. 2018; Putra et al. 2019).
Oleh karena itu salah satu solusi untuk mengatasi
masalah tersebut adalah dengan kriopreservasi
sperma (Muchlisin er al. 2004; Tiersch et al.
2008; Yang & Tiersch 2009; Cabrita ef al. 2010;
Agarwal 2011; Chew et al. 2012; Muchlisin et al.
2015; Jang et al. 2017; Martinez; Riesco et al.
2017; Hezavehei et al. 2018). Menurut Tsai &
Lin (2012), kriopreservasi merupakan teknik
penyimpanan sel pada suhu sangat rendah dalam
jangka waktu lama.

Beberapa spesies ikan telah berhasil dikrio-

preservasi spermatozoanya, antara lain lele
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bagrid Hemibagrus nemurus (Muchlisin et al.
2004; Muchlisin er al.2009), lele Africa Clarias
gariepinus (Viveiros et al. 2000; Muchlisin et al.
2005; Muchlisin et al. 2010; Omitogun et al.
2010; Muchlisin et al. 2015; Olanrewaju et al.
2015), gurami Osphronemus goramy (Abina-
wanto et al. 2012a; Abinawanto et al. 2017a),
tawes (Barbonymus gonionotus) (Abinawanto et
al. 2013; Abinawanto et al. 2016), spermatozoa
Salmonidae (Harvey & Ashwood-Smith, 1982;
Negus 2008; Figueroa et al. 2018; Lahnsteiner ef
al. 2002; Figueroa et al. 2016), ikan mas
Cyprinus carpio (Horvath et al. 2003; Withler
1982; Bernath et al. 2016; Horvath et al. 2007;
Boryshpolets et al. 2017; Magyary et al. 1996),
zebra fish Danio rerio (Harvey et al. 1982;
Carmichael et al. 2009; Matthews et al. 2018;
Rebocho 2018), ikan nila (Oreochromis mossam-
bicus) (Harvey 1983; Ugwu et al. 2018), rainbow
trout Oncorhynchus mykiss (Stoss & Donaldson
1983; Kutluyer et al. 2014; Robles et al. 2003;
Bozkurt et al.2005; Tekin et al. 2003; Ciereszko
et al. 2014), dan ikan seurukan Osteochillus
vittatus (Muthmainnah et al. 2018). Namun
demikian, studi tentang kriopreservasi sperma
ikan botia belum pernah dilaporkan.
Krioprotektan merupakan salah satu faktor
yang menunjang keberhasilan program kriopre-
servasi (Muchlisin 2005; Agarwal 2011; Anil et
al. 2011; Chew et al. 2012; Tsai & Lin 2012;
Muchlisin et al. 2015; Gil et al. 2017). Hal ini
disebabkan krioprotektan dapat melindungi
spermatozoa terhadap kejutan dingin dan kejutan
panas (Muchlisin 2005; Anil et al. 2011; Tsai &
Lin 2012; Ciereszko et al. 2014; Gil et al. 2017).
Namun demikian, krioprotektan bersifat toksik
pada konsentrasi tinggi terhadap sistem selular
termasuk spermatozoa (Muchlisin ez al. 2009;

Tsai & Lin 2012; Anil 2013; Best 2015;
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Muchlisin et al. 2015; Sieme et al. 2016). Oleh
karena itu, krioprotektan yang tidak toksik sangat
dibutuhkan dalam proses kriopreservasi (Dash et
al. 2008; Anil 2011; Szurek & Eroglu 2011; Tsai
& Lin 2012; Muchlisin et al. 2015). Krio-
protektan secara umum terdiri atas dua tipe yaitu,
krioprotektan intraseluler (permeating) dan
ektraseluler (nonpermeating). Hasil studi sebe-
lumnya menunjukkan bahwa penggunaan kom-
binasi kedua tipe krioprotektan memberikan hasil
yang terbaik. Sebagai contoh, Abinawanto et al.
(2012b; 2016) menggunakan kombinasi susu
skim dan metanol untuk kriopreservasi sperma-
tozoa ikan tawes Barbonymous gonionotus, kom-
binasi sukrosa dan metanol untuk kriopreservasi
spermatozoa ikan gurami (Abinawanto er al
2012a) kombinasi larutan madu dan Dimethyl
Sulfoxide (DMSO) untuk kriopreservasi sperma-
tozoa ikan gurami (Abinawanto et al. 2017a) dan
spermatozoa ikan nilem (Osteochillus hasseltii)
(Sunarma et al. 2007), serta kombinasi kuning
telur dan DMSO untuk kriopreservasi sperma-
tozoa ikan depik (Rasbora tawarensis) (Muth-
mainnah et al. 2018). Kombinasi larutan madu
dan DMSO telah berhasil digunakan untuk
kriopreservasi spermatozoa ikan gurami (Abina-
wanto et al. 2017a) namun demikian pengunaan
kombinasi larutan madu dan metanol serta
larutan Ringer sebagai ekstender untuk kriopre-
servasi spermatozoa ikan botia belum pernah
dilakukan. Oleh karena itu, penelitian ini bertu-
juan untuk mendapatkan konsentrasi larutan
madu terbaik dikombinasikan dengan metanol
10% untuk kriopreservasi spermatozoa ikan botia

pada suhu -80°C selama 48 jam.
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Bahan dan metode
Waktu, lokasi dan persiapan induk

Penelitian dilakukan pada bulan Februari
2017 hingga Januari 2018, di Balai Riset Budi-
daya lkan Hias (BRBIH), Depok, Jawa Barat.
Sebanyak 40 ekor induk ikan botia jantan dengan
bobot tubuh berkisar 40 — 80 g dipelihara selama
2 bulan di panti benih ikan botia BRBIH
menggunakan bak kanvas bulat berukuran dia-
meter 2,5 m dan tinggi 1 m (ketinggian air 0,5 m)
dengan sistem resirkulasi. Ikan botia diberi pakan
berupa cacing tanah (Lumbricus sp.) secara ad
satiation (sekenyangnya), sebanyak 1 kali per
hari. Pemeliharaan dilakukan pada suhu 24-25°C
(Satyani et al. 2006). Tahapan berikutnya yaitu
seleksi induk matang gonad yang dilakukan
dengan cara mengurut bagian abdomen induk
jantan secara perlahan. Induk jantan yang matang
gonad dicirikan mampu memproduksi sperma
berwarna putih susu (Satyani et al. 2006). Induk
hasil seleksi kemudian dipindahkan ke akuarium
dengan ukuran 60 cm x 40 cm x 40 cm yang
dilengkapi dengan aerasi dan jaring kasa ukuran
mata jaring 0,5 cm untuk mencegah ikan loncat
keluar. Selanjutnya ikan jantan siap untuk di-

induksi secara hormonal.

Pembuatan larutan ekstender dan krioprotektan

Larutan ekstender yang digunakan dalam
penelitian ini yaitu larutan Ringer, sedangkan
larutan madu digunakan sebagai krioprotektan
ekstraseluler,sementara metanol 10% digunakan
sebagai krioprotektan intraseluler. Larutan
Ringer stok dibuat dengan cara melarutkan 3,25
g NaCl; 0,125 g KClI; 0,175 g CaCl,.2H,0; dan
0,1 g 0,1 g dalam akuades 500 mL, dan larutan
disimpan pada suhu 4°C (Abinawanto et al
2017a). Larutan madu dibuat dengan cara

melarutkan masing-masing 0,1; 0,3; 0,5; 0,7; dan
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0,9 mL madu murni dengan larutan Ringer
sehingga diperoleh konsentrasi larutan madu
masing-masing 0,1%; 0,3%; 0,5%; 0,7%; dan
0,9% (Abinawanto et al. 2017a). Pembuatan
larutan madu dilakukan pada tabung kriogenik
2mL berdasarkan metoda Abinawanto et al

(2017a) dan studi pendahuluan.

Pembuatan larutan aktivator dan larutan
eosin-Y.

Larutan aktivator dibuat dengan melarutkan
0,263 g NaCl; 0,037 g KCI; dan 0,363 g Tris HCl
dengan akuabides 100 mL. Larutan aktivator
disimpan pada suhu 4 °C sampai saat digunakan
(Perchec et al. 1995). Larutan eosin-Y dibuat
dengan melarutkan 0,5 g eosin-Y dengan akua-

bides 100 mL (Abinawanto et al. 2017b).

Pengoleksian sperma

Empat ekor jantan masing-masing dengan
bobot 60,47 + 10,34 g disuntik dengan Ovaprim
(Syndel Laboratories Ltd. Nanaimo, Canada) se-
cara intramuskular pada dosis 0,6 mL per kg
bobot tubuh (Legendre et al. 2012). Sperma
dikoleksi dari setiap individu ikan jantan 18 jam
pasca penyuntikkan dengan cara mengurut
bagian abdomen tubuh ikan (stripping) dan di-
tempatkan dalam tabung kriogenik 2 mL

(Muchlisin et al. 2010).

Pengenceran sperma

Sperma segar dicampur dengan larutan
Ringer, metanol 10%, dan masing-masing
larutan madu sesuai dengan konsentrasi larutan
madu yang digunakan (Tabel 1). Komposisi
larutan yang digunakan dimodifikasi dari
Abinawanto et al. (2017a). Rasio pengenceran
antara sperma segar dengan larutan pengencer
yaitu 1:9 (Sunarma et al. 2007). Adapun kom-
posisi masing-masing komponen larutan peng-

encer dan sperma disajikan dalam Tabel 1.

Ekuilibrasi, pembekuan, dan pencairan

Sperma yang telah diencerkan kemudian
diekuilibrasi pada suhu 4-5°C di kotak es selama
15 menit, dan dibekukan selama 48 jam pada
suhu -80 °C (Abinawanto ef al. 2012a). Sperma
beku kemudian dicairkan pada suhu 40 selama 10
menit di dalam water bath (Abinawanto et al.

2017a).

Evaluasi kualitas sperma

Sperma segar divaluasi warna dan pH
(Abinawanto er al. 2017a) Sperma yang telah
disimpan beku dianalisis motilitas, viabilitas, dan
abnormalitasnya dengan menggunakan Mikro-
skop Trinokular (Boeco, Germany) yang dileng-
kapi dengan kamera digital (MDCE-5a). Mikro-
skop dihubungkan dengan computer yang dileng-
kapi dengan perangkat lunak (Scopephoto 2.0.4).

Tabel 1 Komposisi pelarut yang digunakan untuk kriopreservasi sperma
ikan botia (Chromobotia macrachanthus)

Kelompok eksperimen

Komposisi
K M 0,1% M 0,3% M 0,5% M 0,7% M 0,9%
Sperma (uL) 30 30 30 30 30 30
Metanol (uL) 30 30 30 30 30 30
Larutan madu (uL) 0 240 240 240 240 240
Fish Ringer (uL) 240 0 0 0 0 0

K = Kontrol, tanpa larutan madu; M 0,1-0,9% = larutan madu.
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Pengoleksian telur yang terfertilisasi

Telur dikoleksi dari induk betina yang telah
matang gonad dengan cara pengurutan pada
bagian abdominal (stripping), dan diletakkan di
dalam wadah plastik serta disimpan pada suhu
4 °C sampai saat digunakan untuk fertilisasi.
Sebanyak 2 mL telur (100 butir telur) dicampur
dengan 0,6 mL sperma yang telah dicairkan
(1:3 volume per volume) dan ditambahkan de-
ngan dua tetes air kolam dan diaduk dengan bulu
ayam. Campuran sperma dan telur dibiarkan
kontak selama lima menit. Fertilisasi terjadi dua
jam pasca inkubasi. Telur yang terfertilisasi terli-
hat transparan, sedangkan telur yang tidak terbu-
ahi berwarna gelap. Persentase fertilisasi
dihitung dengan rumus sebagai berikut: Per-
sentase fertilisasi = jumlah telur yang terbuahi
dibagi dengan jumlah telur total yang diinkubasi
dikali 100 persen (Anil 2013).

Analisis statistik

Data motilitas, viabilitas, dan fertilisasi di-
analisis menggunakan ANOVA satu arah dan
dilanjutkan dengan uji Duncan untuk menda-
patkan hasil yang terbaik di antara perlakuan.
Analisis data dilakukan dengan perangkat lunak
SPSS 14 (SPSS, Chicago, IL, USA). Data kuali-
tatif seperti warna, volume, pH dan abnormalitas
spermatozoa disajikan secara deskriptif. Data fi-
sika air selama pemeliharaan ikan botia yang
diamati hanya suhu air berdasarkan metoda

Satyani et al. (2006)

Hasil

Suhu air selama pemeliharaan ikan botia
berkisar antara 24-25 °C. Sperma segar bewarna
putih susu, dan pH 7,9 (Tabel 2). Diameter

kepala spermatozoa 3,5 pum, dan rata-rata
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panjang ekor spermatozoa 32,81 pm.
Spermatozoa yang viable berwarna hijau pada
bagian kepala (Gambar la dan 1b), sedangkan
spermatozoa yang nonviabel berwarna merah
muda sampai merah di bagian kepalanya
(Gambar 1c). Kualitas spermatozoa segar secara
umum lebih baik dibandingkan spermatozoa
yang dikriopreservasi. Persentase motilitas,
viabilitas, dan fertilisasi dari sperma segar,
masing-masing: 97,75 + 2,63%, 83 £+ 2,45%, dan
100 + 0,0%. Namun demikian, kualitas
spermatozoa menurun secara gradual 48 jam
pasca penyimpanan beku, bergantung pada
konsentrasi larutan madu. Hasil uji ANOVA
menunjukkan pengaruh yang signifikan terhadap
viabilitas dan fertilisasi spermatozoa (P<0,05),
namun tidak berpengaruh secara signifikan terha-
dap motilitas spermatozoa (P>0,05).

Kualitas spermatozoa semakin menurun se-
jalan dengan peningkatan konsentrasi larutan
madu. Hasil uji Duncan menunjukkan bahwa
motilitas spermatozoa pada perlakuan dengan
larutan madu 0,1% sebesar 89,4 + 5,45%, lebih
tinggi dibandingkan dengan konsentrasi larutan
madu lainnya, namun tidak signifikan (Tabel 2).
Viabilitas spermatozoa pada perlakuan dengan
konsentrasi larutan madu 0,1% sebesar 85,75 +
4,78% lebih tinggi dibandingkan dengan perla-
kuan dengan konsentrasi madu lainnya, kecuali
kontrol (74,5 + 7,89%) (Tabel 2). Persentase
fertilisasi tertinggi juga ditunjukkan oleh perla-
kuan dengan konsentrasi larutan madu 0,1%
yaitu sebesar 98,55 £ 1,69% berbeda signifikan
dengan konsentrasi larutan madu 0,5%, 0,7%,
dan 0,9%, namun tidak berbeda signifikan
dengan konsentrasi larutan madu 0,3% dan 0%

(kontrol) (Tabel 2).
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Gambar 1 Spermatozoa viabel (a) dan spermatozoa nonviabel (b). Perbesaran 10 x 100; Bar = 10 mikrometer

Tabel 2 Analisis spermatozoa ikan botia pasca pembekuan 48 jam

. Parameter kualitas sperma
Kelompok eksperimen

Motilitas (%) Viabilitas (%) Fertilisasi (%)
Sperma segar 97,75 +2,63° 83 +£2,45b 100 + 0,0°
0% (kontrol) 85,45+ 11,99* 74,5 + 7,89% 91,61£10,29%
M 0,1% 89,4 + 5,45° 85,75 +4,78° 98,55+1,69°
M 0,3% 83,05 +4,18 67+ 10,232 93,91+9,332b
M 0,5% 81,15+ 8,142 66,75 +9,56* 89,67+8,22%
M 0,7% 81,9 +7,052 66,5 £ 14,07* 84,46+10,22°
M 0,9% 82,27+ 6,18 67+ 14,07° 82,39+16,90°

Keterangan: Nilai rata-rata + simpangan baku dari empat kali ulangan. Nilai rata-rata yang memiliki huruf yang sama
berarti tidak memiliki perbedaan signifikan (p > 0.05).

Pembahasan

Penggunaan kombinasi larutan madu dengan
konsentrasi 0,1% dengan metanol 10% dalam
larutan Ringer menunjukkan hasil terbaik
terhadap kualitas spermatozoa 48 jam setelah
pembekuan. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa kualitas spermatozoa pada kontrol (tanpa
diberikan larutan madu) lebih rendah diban-
dingkan dengan yang diberikan perlakuan larutan
madu 0,1%. Namun demikian, kualitas sperma-
tozoa setelah penyimpan beku (kriopreservasi)
menurun secara gradual pada konsentrasi larutan
madu di atas 0,1%. Hal ini kemungkinan dise-

babkan peningkatan viskositas pelarut akibat
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peningkatan konsentrasi larutan madu (Sakri
2015), sehingga menghalangi metanol masuk ke
dalam sel spermatozoa. Sebagai akibatnya
konsentrasi madu yang sangat kental tersebut
dapat menurunkan efek protektif krioprotektan
intraseluler (methanol) di dalam sel. Madu juga
dikenal sebagai krioprotektan alami nonper-
meating (ekstraseluler). Madu sebagai kriopro-
tektan alami bersifat kurang toksik, tidak mahal,
dan ramah lingkungan (Muchlisin et al. 2015;
Muchlisin 2005). Oleh karena itu, penggunaan
krioprotektan alami sebagai alternatif, sangat
direkomendasikan, namun dengan konsentrasi

optimum.
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Motilitas spermatozoa yang dihasilkan dari
kombinasi metanol 10% + larutan madu 0,1%
pada studi ini sebesar 89,4 + 5,45%, lebih tinggi
daripada penelitian sebelumnya yaitu 83,23%
(dari hasil kombinasi metanol 5% -+ susu skim
20% +) (Abinawanto et al. 2016), 81,62% (dari
hasil kombinasi metanol 10% + sukrosa 0,5%)
(Abinawanto et al. 2012a), 80,98% (dari kom-
binasi 10% metanol + susu skim 15%) (Abina-
wanto et al. 2012b), 80,48% (dari kombinasi
DMSO 10% + larutan madu 0,7%) (Abinawanto
et al. 2017a), 63,33% (dari kombinasi DMSO +
larutan madu) (Sunarma et al. 2007), dan 58%
(dari kombinasi DMSO + larutan Ringer) (Much-
lisin et al. 2004; Akcay et al. 2004). Oleh karena
itu diasumsikan bahwa kombinasi metanol 10%
dan larutan madu 0,1% merupakan krioprotektan
yang efektif untuk mempertahankan kualitas
spermatozoa ikan botia selama kriopreservasi.
Penelitian ini menggunakan larutan madu
sebagai krioprotektan ekstraseluler
(nonpermeating) dan metanol 10% sebagai
krioprotektan intraseluler (permeating). Peng-
gunaan kedua jenis krioprotektan tersebut secara
simultan menghasilkan efek krioprotektif yang
lebih baik, karena memberikan efek perlin-
dungan yang komplementer di dalam dan di luar
sel (Akcay et al. 2004). Selain efektif melindungi
spermatozoa ikan botia pada penelitian ini, maka
kombinasi metanol dan larutan madu juga
berhasil melindungi spermatozoa pada ikan lain,
seperti spermatozoa ikan lele bagrid (Muchlisin
et al. 2004), lele Afrika (Muchlisin et al. 2015),
dan nilem (Sunarma et al. 2007). Motilitas
spermatozoa ikan botia pasca penyimpanan beku
pada penelitian ini juga lebih tinggi dibandingkan
dengan motilitas spermatozoa ikan lainnya,
seperti pada ikan lele Afrika (Muchlisin et al
2004), gurami (Abinawanto et al. 2017a), dan
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nilem (Sunarmaet al. 2007). Persentase fertilisasi
pasca penyimpanan beku spermatozoa pada
penelitian ini juga lebih tinggi dibandingkan
spesies ikan lele Africa (Muchlisin et al. 2015),
tawes (Abinawanto et al. 2016), ikan gurami
(Abinawanto et al. 2017a), ikan nila (Rebocho
2018), nilem (Sunarma et al. 2007; Putra et al.
2019), lele Afrika (Muchlisin er al. 2004), ikan
mas (Akcay et al. 2004), dan Lota lota
(Lahnsteiner et al. 2002). Mekanisme yang dapat
menjelaskan mengapa kombinasi larutan madu +
methanol dapat meningkatkan viabilitas dan
persentase fertilisasi kemungkinan adalah madu
sebagai bahan alami memiliki keunggulan tidak
bersifat toksik dibandingkan krioprotektan
sintetik seperti polivinil pirolidon, sehingga
dapat mempertahankan viabilitas, bahkan
meningkatkan viabilitas spermatozoa. Madu juga
berperan sebagai penyedia energi selama
penyimpanan (dalam keadaan metobolisme
basal), sehingga dapat meningkatkan persentase
fertilisasi pasca penyimpanan beku. Selain itu,
walau digunakan methanol sebagai krioprotektan
sintetik, namun toksisitasnya relatif lebih rendah
dibanding krioprotektan sintetik lainnya seperti
DMSO. Dengan demikian maka, kombinasi
madu dan methanol memperlihatkan hasil yang
terbaik  dibandingkan dengan  kombinasi
krioprotektan yang digunakan pada penelitian

sebelumnya.

Simpulan

Berdasarkan hasil yang diperoleh dapat
disimpulkan bahwa kombinasi larutan madu
0,1 % dan metanol 10% merupakan kriopro-
tektan yang efektif bagi penyimpanan sperma
ikan botia (Chromobotia macrachanthus) pada

suhu-80 °C selama 48 jam.
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