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RINGKASAN

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetabui penambahan 1-Arginin dalam media
fertilisasi spermatozoa kambing. Kegiatan penelitian ini terdiri dant 2 tahun. Tahun pertama
(1) yaitu penambahan L-Arginin dalam media Kapasitasi spermatozoa kambing terhadap
motilitas, viabilitas, membrane plasma utuh, nekrosis dan apoptosis spermatzoa. Jahun kedua
(1I) yaitu penambahan L-Arginin dalam media Kapasitasi spermatozoa kambing terhadap
kapasitasi, reaksi akrosom dan fertilisasi invitro. L-Arginin yvang ditambahkan dalam media
kapasitasi 0,004 M/ml dan 0,006 M/ml. Kemudian data kapasitasi. reakst  akrosom dan
fertilisasi dikumpulkan. Data yang diperoleh dianalisis dengan I Test.

Kesimpulan yang didapat bahwa penambahan I - Arginin dalam bahan pengencer susu
skim dengan dosis 0,006M/ml menunjukkan persentase yang paling tinggi dengan parameter
motilitas, daya tahan hidup (viabilitas), membran plasma utuh, kapasitasi dan fertilisasi in
vitro, sedangkan reaksi akrosom spermatozoa paling rendah.

Keyword :Kambing jantan, L.Arginin, kapasitasi, reaksi akrosom, fertilisasi
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PRAKATA

Berkat rahmat Allah SWT. kegiatan penelitiandengan judul “Penmingkatan Penyediaan
Pangan Asal Hewan Dengan Teknologi Penambahan L-Arginin Dalam Media Fertilisasi
Invitro Spermatozoa Kambing™ (Tahun ke-2/terakhir), dapat berjalan dengan lancar sehingga
bisa menyelesaikan sampai 100%.

Fertilsasi in vitro merupakan teknologi reproduksi yang sangat canggih. Proses
fertilisasi ini membutuhkan spermatozoa sehat dan ovum juga sehat, serta diperfukan ruangan
yang steril. Keberhasilan fertilisasi in vitro masih sangat rendah hal ini disebabkan banyak
fakior, antara lain adalah media fertilisasi. Media fertilisasi merupakan media untuk tempat
lerjadinya peleburan antara spermatozoa yang mengalami kapasitasi dengan ovum yang
sudah masak. Media fertilisasi yang baik harus mengandung komponen yang sangat
kompleks, antara lain energi, mineral, vitamin, hormonal dan tidak kalah pentingnya adalah
harus mengandung antioksidan, mengingal pada proses metabolisme sel selalu menghasilkan
ROS, tidak terkecuali pada proses fertilisasi in vitro. Meskipun secara fisiologis sel
menghasilkan antioksidan, tetapi terkadang tidak mencukupi untuk menetralisir ROS yang
terbentuk. Oleh karena itu perlu ditambahkan antioksidan dari juar. Salah satu antioksidan
adalah L-Arginin, suatu substrat merupakan asam amino semiesensial yang menghasilkan
nitrat oksida dengan perantara ensim nitrat oksid synthase untuk menetralisir terbentuknya
ROS.

Pada kesempatan ini tim peneliti mengucapkan banyak terima kasih kepada :

1. Direktorat Jendral Pendidikan Tinggi

o

Rektor Universitas Airlangga
3. Ketua Lembaga Penelitian dan Inovasi Universitas Airlangga

4. Dekan Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga

ii




Atas diterimanya proposal penelitian ini.

Tim peneliti berharap bahwa laporan penelitian ini bermanfaat bagi kemajuan
pengembangan Ilmu Biologi Reproduksi sehingga populasi ternak di Indonesia bisa
meningkat secara signifikan. Tim menyadari penyusunan laporan penelitian ini masih banyak
kekurangannya, untuk itu saran yang dapat meningkatkan kualitas laporan penelitian tersebut

sangat kami butubkan. Sekian terimakasih.

Surabaya,10 Nopember 2018

Tim Peneliti
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L.i. LatarBelakang
Sebagai sumber protein hewani kambing maupun domba berpotensi memasok sumber
gizi berupa protein hewani. Sesuai dengan apa yang diprogramkan  pemerintah yaitu
pemberdayaa nmasyarakal desa dan ekonomi kerakyatan maka perlu kiranya membangun
segala potensi vang terkait dipedesaan antara lain pemanfaatan sumber daya alam dan sumber
daya manusia. Oleh karena itu perlu adanya peningkatan pengembangan sektor peternakan.
Berbagai teknologt telah diciptakan dan telah dipergunakan untuk meningkatkan efisiensi reproduksi
ternak. Inseminasi Buatan merupakan awal pemakaian Bioteknologi Reproduksi pada hewan jantan
dan selanjutnya ditkuti dengan penelitian tentang mampulasi in vitrospermatozoa Cara manipulasi
spermatezoa secara n vitro diantaranya adalah metode sentrifugasi. Pada proses fertilisast in vitro
dibutuhkan adanya ovum yang matang dan spermatozoa yang telah mengalami pendewasaan atau
kapasitasi. Proses pendewasaan spermatozoa secara in invitro dapat dicapai dengan menambahkan
medium yang sesuar (Hardjopranjoto, 2006).

Dampak buruk dari hasil pemisahan plasma seminalis dengan teknik sentrifugasi
pdalah adanya peningkatan pembentukan Reactive Oxygen Species (ROS) oleh spermatozoa.
Adanya peningkatan akumulasi produksi ROS pada spermatozoa yang disentrifugasi diduga
nerupakan proses yang kompleks dan dapat berasal dari berbagai proses kimia. organel
maupun sel bahkan berasal dari luar sel (Agaerwal er af, 2003). Bila produksi ROS
berlebihan dan tidak mampu dinetralisir oleh system pertahanan antioksidan yang ada pada
$permatozoa atau plasma seminalis dapat menyebabkan kerusakan asam lemak poli tak jenuh
yang merupakan komponen penting dari fosfolipid penyusun membran spermatozoa,

inakiivasi enzim-enzim glikolitik, pemutusan rantai DNA selanjutnya terjadi penurunan

-

riotilitas dan kematian spermatozoa (Alvarez and Storey, 1995).
Menurut Al-Ebady er af (2012), L-Arginin adalah asam amino yang memainkan peran

penting dalam merangsang motilitas spermatozoa pada mamalia dalam kondisi in vitro. L-




Arginin juga berperan sebagai antioksida vang menghasilkan nitral oksida dari reaksi sintesis
enzim sehingga mengurangi peroksidasi lipid membrane spermatozoa vang (erjadi karena
radikal bebas saat spenmatozoa berinteraksi langsung dengan oksigen. Nitrat oksida adalah
molekul biologis yang berperan penting dalam fisiologis spermatozoa seperti motilitas
spermatozoa, inleraksi spermatozoa — ovum dan spermatogenesis.  Niiral oksida Juga
berperan dalam mekanisme pertahanan spermatozoa terhadap pembentukan oksigen reakuf
selama dibawabh titik beku dalam nitrogen cair pada - 196°C, yang mempertahankan motilitas
spermatozoa dan viabilitas post thawing.

Menurut Flaherty e/ al ( 2004), L -Arginin adalah suatu substrat yang menghasilkan
nitrat oksida dengan perantara ensim nitrat oksid synthase. Ensim tersebut ada dibagian
akrosom dan ekor spermalozoa. L-Arginin merangsang kapasilasi dan reaksi akrosom
Spermatozoa.

Penelitian tentang L-Arginin memang telah banyak dilakukan, namun penelitian
tentang penambahan L-Arginin dalam media fertilisasi spermatozoa kambing belum pernah

diteliti.

1.2. Rumusan Masalah

I. Apakah penambahan L-Arginin dalam media fertilisasi dapal meningkatkan
persentase kapasitast spermatozoa kambing?

2. Apakah penambahan L-Arginin dalam media fertilisasi dapat meningkatkan
persentase reaksi akrosom spennatozoa kambing?

3. Apakah penambahan L-Arginin dalam media kapasitasi spermatozoa kambing dapat

meningkatkan kejadian fertilisasi?
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2.1. Semen Kambing
Semen adalah hasil sekresi kelanin jantan secara normal vang diejakulasikan ke saluran kelamin
betina pada waktu kopulasi atau ditampung dengan berbagai cara untuk keperluan mseminasi buatan
(Hafez. 2000). Pada kambing semen terdinni dari dua bagian yvanu plasma semen dan spermatozoa.
Plasma semen diproduksi oleh kelenjar-kelenjar epididimis, vas deferen, vesica seminalis. prostat.
kelenjar bulbourethralis (couwper’s)  dan kelenjar urethra, sedangkan spermatozoa diproduksi di
dalam tubulus seminiferus testis melalui proses spermatogenesis. Pada kambing plasma semen
mengandung gliseril fosforil kholin dalam kadar yang tinggi dibanding sapi, babi dan kuda Semen
kambing mengandung spermatozoa sebanyak sepertiga bagian dan dua bagian adalah plasma semen
(Hardjopranjoto, 1981). Plasma semen mengandung berbagai persenyawaan organik termasuk
fruktosa, asam sitrat, sorbitol, mositol, gliseri! fosforil cholin, ergotionin, phospholipid. prostaglandin,
asam amino dan asam oksalat Fruktosa merupakan karbohidrat yang siap dimanfaatkan oleh
spermatoroa sebagal sumber energi utama. Plasma semen kambing mengandung enzim fosfolipase A
dari kelenjar bulbourethralis yang dapat mengkoagulasikan lesitin dari kuning telur pada bahan

pengencer (Evans dan Maxwell, 1987).

2.2, Spermatozoa Kambing

Spermatozoa merupakan sel berukuran kecil, kompak dan sangat khas,yang tidak
bertumbuh atau membagi diri. Secara morfologis spermatozoa terdiri dari kepala yang
membawa materi genetik, dan ekor yang mengandung sarana penggerak. Spermatozoa tidak
nemegang peranan apapun dalam fisiologi hewan jantan yang menghasilkan dan hanya
nelibatkan dirt dalam proses pembuahan di dalam saluran alat kelamin betina untuk
nembentuk  individu  baru yang sejenis dari mana ia berasal (Toelihere, 1985).
Menurut Frandson (1992), spermatozoa terdiri dari  kepala,  bagian tengah

midpiece ) dan ekor. inti ada di dalam Kepala dan mempunyai ukuran Kira- kira sepertiga
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panjang kepala, mengandung bahan genetik yang dibutuhkan pada saat membuahi sel telur.
Inti spermaiozoa mengandung kromosom yaituscparuh dari jumiah kromosom inti yang
diploid pada sel somatik. Bagian tengah merupakan pusat tenaga spermatozoa karena adanya
mitokondria di dalamnya. Ekor spermatozoa menyerupai flagellum. Dua sentriol terletak
dalam bagian tengah (midpiece). Dari sini fibril-fibril yang serupa dengan silia terentang
dalam ekor. Terdapat dua fibril sentral yang dikelilingi oleh scbuah cincin yang terdiri dari 9
pasangan fibril perifer. Fibril-fibril ini bersifat kontraktil dan menimbulkan gerakan ekor
spermatozoa. Fibril ini merupakan kerangka untuk berkontraksi dan berelaksasi, sama seperti
kerjanya aktomiosin dari urat daging pada tubuh, yang menyebabkan gerakan ekor seperti
cambuk dan mendorong spermatozoa bergerak kedepan di dalam cairan. Bagian leher juga
mengandung sentriol proksimal sebagai pusat kinetik untuk mengawali koordinasi kontraksi
selaput fibril yangmenghasilkan gerak. Bagian badan memiliki panjang 8-10 mikron, tetapi
tebalnya hanya ! mikron. Bagian badan ini banyak mengandung enzim dan bahan lipoid.
Bagian ini berakhir pada cincin sentriol yang kemungkinan berfungsi mengkoordinir
rentetan kontraksi-kontraksi dari scrabut-serabwt fibril itu. Ekornya yang berkurang garis
tengahnya secara bertahap dari sambungan dengan bagian badan dicincin sentriol
keujungnya, kira-kira panjangnya 40-44 mikron . Panjang keseluruhan spermatozoa 70
sampai 72 um.

Spermatozoa yang memiliki abnormalitas morfologik, kemungkinan tidak subur,
pbnonmalitas tersebut bisa terjadi secara primer maupun sekunder. Abnormalitas primer
ferjadi pada saat spermatogenesis, sedangkan abnormalitas sekunder terjadi setelah keluar
flari tubulus seminiferus. Kesuburan kambing jantan tergantung pada proporsi spermatozoa
yang abnormal terhadap spermatozoa normal di dalam air mani. Meski demikian beberapa
spermatozoa yang memiliki morfologi normal dapat terjadi kekurangan kandungan DNA

bang menyebabkan berkurangnya kesuburan,




2.3. Fungsi Membran Spermatozoa

Membran spermatozoa tersusun dari 43% lipid (dua lapis fosfolipid). 48% protein dan
9% karbohidrat. Komponen membrane spermatozoa mempunyai fungsi yang sangat unik dan
spesifik seperti perlekatan spermatozoa dengan sel telur, transport substrat dan metabolisme.
Fungsi-fungsi tersebut dilakukan oleh struktur yang secara morfologis terletak pada daerali-
daerah tertentu. Seperti membrane pada bagian kepala berfungsi untuk penembusan sel telur
pada proses fertilissai. Membran bagian luar akrosom berfungsi mengadakan kontak pertama
dan menjadi satu dengan oolema sel telur pada proses fertilisasi sedangkan membrane pada
bagian ekor mempunyai fungsi untuk mendapatkan substrat untuk energi spermatozoa dan
menghantar gelombang gerakan. Fosfolipid merupakan komponen utama membrane lipid
spermatozoa yang membentuk membrane lapis ganda kepala yaitu fosfolipid hidrofilik dan
fosfolipid hidrofobik yang sangat penting kaitannya dengan proses fertilisasi. Diantara kedua
lapisan tersebut terdapat protcin globuler dan fibrous dengan distribusi yang bevariasi.
Protein-protein ini berfungsi sebagai reseptor terhadap rangsangan eksternal dan adanya
sinyal (misalnya cahaya, aroma, hormone, obat-obatan , factor penumbuh dan transporter)
protein ini juga berfungsi seperti enzim dan antigen yang terlibat dalam pengenalan kepala
spermatozoa terhadap sel telur. Pada bagian luar dari kedua lapisan fosfolipid terdapat
karbohidrat yang merupakan oligosakarida yang berikatan dengan protein dan membrane
lipid. Karbohidrat pada membran spermatozoa sclain berfungsi scbagai sumber untuk
pembentukan ATP juga berperan penting dalam proses kapasitasi dan reaksi akrosom

spermatozoa (Hardijanto dkk, 2010).

2.4, L-Arginin
Asam amino arginin memiliki kecenderungan basa yang cukup tinggi akibat eksesi

dua gugus amina pada gugus residunya. Asam amino ini tergolong setengah esensial bagi

W



manusia dan mamalia lainnya, tergantung tingkat perkembangan atau kondisi kesehatan.
Peranan arginin adalah meningkatkan kemampuan untuk melawan kanker dan memperlambat
pertumbuban tumor.  L-Arginin adalah asam amino yang dapat merangsang motilitas
spermatozoa mamalia dalam kondisi in vitro dan berperan penting dalam pertahanan imunitas
scluler. Kekurangan L-Arginin dapal menyebabkan kekacauan metabolisme spermatozoa
sehingga menurunkan motilitas spermatozoa dalam proses spermatogenesis juga akan
terganggu (Srivastava et al., 2006).

L-Arginin memainkan peran penting sebagai antioksidan dengan menonaktifkan
anion superoksida melalui peningkatan produksi nitrat oksida sehingga menurunkan
peroksidasi lipid membran spermatozoa (Al-Badry, 2014). Nitrat oksida (NO) disintesa dari
L-Arginin oleh enzim NOS (Nitric Oxide Synthase) yang terdapat dalam spermatozoa. Nitrat
oksida juga berperan dalam mekanisme pertahanan terhadap pembentukan Reactive Oxigen
Species (ROS) selama proses pembekuan spermatozoa dibawah titik beku dalam cairan
nitrogen pada subu -196°C.

Menurut penelitian Al-Ebady er a/ (2012) menyatakan bahwa penambahan 0,005
M/ml L-Arginin pada semen sapi perah yang mengandung spermatozoa motil yang rendah
dapat meningkatkan motilitas spermatozoa serta menurunkan kematian, kelainan dan cacat
pada akvosom spermatozoa. Penclitian Al-Badry (2014) juga menunjukkan bahwa
penambahan Arginin pada semen sapi perah post thawing dapat memberikan persentase

ermatian dan kelainan spermatozoa yang lebih rendah.

2.5. Reaktive Oxygen Species (ROS)

Reactive Oxygen Species (ROS) merupakan sekelompok senyawa oksigen yang
bersifat reaktif dan dapat merusak sel atau molekul yang ad disekitarnya dengan cara
nengoksidasi atau mereduksi elektron dari / ke sel ataw molekul lain yang ada disekitarnya

Halliwell and Gutteridge, 1999) ROS terbukti dapat menyebabkan disfungsi sel melalui




perubahan fungs) protein struktur (enzim, reseptor, antibodi, pembentuk matrik dan
sitoskeleton), rantai DNA dan membran sel. sehingga integritas sel terganggu (Suryohudoyo,
2000).

Secara umum ROS vang terlibat dalam berbagai proses biologis sel, sebagian besar
berasal dari hasil metabolisme normal oksigen (02) suatu senyawa yang diperlukan oleh
semua organisme aerob untuk menghasilkan ATP melalui fosforilasi oksidatif yang terjadi di
mitokondria. Dalam keadadan normal sekitar 85-90% oksigen diperlukan oleh mitokondria
untuk menghasilkan energi dalam bentuk ATP dan sekitar 3-5% dari oksigen tersebut
direduksi secara univalen menjadi ROS (Halliwell and Gutteridge, 1999). ROS dalam kondisi
normal juga diperlukan sebagai mediator penting terhadap fungsi spermatozoa dan ieriibat
dalam induksi hiperaktivasi, kapasitasi dan reaksi akrosom serta fusi spermatozoa dengan sel
telur (Dorota and Kurpisz, 2004).

Telah dilaporkan bahwa tingkat kerusakan membran oleh ROS bukan hanya
tergantung pada sifat dan jumlah ROS yang dilibatkan tetapi juga tergantung pada momen
dan durasi / lamanya paparan ROS serta faktor-faktor lain seperti temperatur, tekanan
oksigen dan komposisi lingkungan sekitarnya (Aitken et al, 1994; Lamirade et al, 1997).
Peroksidasi lipid merupakan salah satu proses yang menggambarkan terjadinya kerusakan
oksidatif dari asamn lemak poli tak jenuh sebagai konsekuen dari peningkatan konsentrasi
secnyawa .kaigen reaktif dalam sel atau organ. Aitken ¢/ ¢/(1998), menyatakan bila asam
lemak p.oli tak jenuh bereaksi dengan radikal hidroksil (salah satu bentuk ROS) akan
menyebabkan terjadinya reaksi berantai yang dikenal dengan peroksidasi lipid. Oksidasi yang
berlanjut dari rantai samping asam lemak dan fragmentasi asam lemak ini akan menghasilkan
komposisi komplek lipid hydroksiperoxide dan produk akhir aldehid antara lain MDA.

(Aitken ef al, 1994). Oleh karena itu peningkatan kadar MDA dalam susupensi lazim




digunakan sebagai salah satu indikator untuk peroksidasi lipid membran (Halliwell and

Guiteridge. 1999).

2.6. Kapasitasi dan Reaksi Akrosom

Kapasitasi adalah suatu komplek reaksi bickimia dan fisiologis. Selama kapasitasi
terjadi modifikasi dan karakierisasi membran, aktivitas enzim dan sifat motilitas spermatozoa
(baldi et al, 2000), terjadi perubahan pola motilitas yaitu hiperaktivasi dari spermatozoa
(Gordon, 2000). Pada saat kapasitasi secara molekuler terjadi modifikasi kalsium ion
intraseluler dan ion-ion lainnya, perubahan lipid dan fosfolipid membran, perubahan
fosforilasi protein dan aktivitas protein kinase. Terjadi perubahan-perubahan distribusi dan
komposisi lipid dan fosfolipid sehingga meningkatkan fluiditas membran, merubah struktur
dan komposisi membran plasma sehingga terjadi perubahan ratio kolesterol dan fosfolipid.
Salah satu tahap awal pada kapasitasi spermatozoa adalah hilangnya kolestero!l dari membran
plasma, yang akan merangsang perubahan susunan lipid membran yang pada akhirmya
meningkatkan permeabilitas membran terhadap Ca™, HCO; dan K*. Tingginya konsentrasi
ion-ion intraseluler akan merangsang terjadinya reaksi akrosom (Harrison and Gadella,
2002). Reaksi akrosom secara fisiologis tergantung dari interaksi spermatozoa dengan protein
dani zona pelusida yaitu protein ZP3. Proses ini diikuti dengan pelepasan beberapa enzim
akrosom dan bahan-bahan lain yang memberi fasilitas penting untuk tcrjadinya penetrasi
spermatozoa dalalh zona pelusida dan berpindahnya molekul-molekul pada segmen
equatorial spermatozoa yang diikuti dengan fusi dari membran speimatozoa dengan oolema
dari oosit. Berpindahnya molekul-molekul tersebut mendorong terjadinya proses kapasitasi
dan reaksi akrosomdan adanya perubahan kadar kalsium ion ntraseluler dan ion-ion lain serta
adanya trsfer lipid dan fosfolipid, serta aktifasi fosfolipase, aktifasi fosforilasi protein dan

aktifasi protein kinase (Baldi es o/, 2000).




2.7. Fertilisasi in Vitro

Fertihsasi adalah peristiwa Dersatunya inti spermatozoa dan inti ovum yang
merupakan proses awal pembentukan suatu individu. Proses yang terkait langsung dengan
fertilisasi meliputi: kapasitasi. reaksi akrosom spermatozoa, fusi gamet janian dan betina,
pencegahan polispermia, dan penyelesaian pembelahan meiosis 11 cosit (Garner dan Halez.
2000; Florman dan Ducibella. 2006).

Faktor-faktor yang memegang peranan penting dalam keberhasilan pelaksanaan
pembuahan in vitro adalah lingkungan, kematangan oosit serta motilitas spermatozoa yang
digunakan pada pembuahan oosit. Motilitas spermatozoa yang progresif ini mempunyai
kemampuan untuk menembus sel telur, tetapi sebelumﬁya harus mengalami kapasitasi dan
reaksi akrosom (Kim ef af., 2008).

Kecepatan kapasitasi dan reaksi akrosom dari semen beku setelah dicairkan kembali
sangat dipengaruhi oleh pH dan jenis media pencucian semen yang digunakan. Pada
penelitian ini digunakan media EBSS (Farle Bulunce Salt Solution) yang ditambab 1%
piruvat sebagai media pencucian dan kapasitasi. Pemakaian media ini didasarkan pada
penelitian terdahulu untuk seleksi motilitas spermatozoa dari migrasi permukaan (swim-up)
dan migrasi ke samping (rosset) untuk persiapan intracytoplasmic sperm injection (1CSI)
pada pasangan individu infertil manusia. Media EBSS selain banyak mengandung mineral
kalsium, potassium, magnesium dan sodium klorid juga mengandung glukosa, BSA dan
piruvat 1% sebagai bahan nulrisi spermatozoa selama kapasitasi dan pembuahan in vitro

(Hinting, 1989).
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BAB. 3. TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

3.1. Tujuan Penelitian

Twuan umum penelitian int adalah penambahan L-Arginin dalam media fertilisasi dapat
meningkatkan kualitas embrio hasil fertilisasi in vitro, yvang selanjutnya bisa meningkatkan
populasi ternak kambing sehingga penyediaan pangan asal hewan terpenuhi.

Tujuan khusus penelitian ini adalah untuk mengetahui penambahan L-Arginin dalam
media kapasitasi terhadap peningkalan perseniase kapasitasi, reaksi akrosom dan fertilisasi in

vitro spermatozoa kambing.

3.2. Manfaat Penelitian

Hasil dari penelitian i dapat memberikan informasi ilmiah mengenai penambahan .-
Arginin dalam media fertilisasi dalam meningkatkan angka fertilisasi in vitro kambing.
Peningkatan proses fertilisasi in vitro dalam media fertilisasinya perlu ditambahkan L-
Arginin, supaya kualilas embrio yang dihasilkan baik sehingga populasi ternak kambing

dapat meningkat, selanjutnya penyediaan pangan asal hewan terpenuhi.

MILIK
PERPUSTAKAAN
UNIVERSITAS AIRLANG( 3
SURABAYA




BAB.4. METODE PENELITIAN

4.1.Tempat dan Waktu Penelitian : -
Penehitan i meliputi aphikasi  L-Arginin dalam media feruilisasi spermatozoa
Kambing. Selanjuinya diperiksa Kapasitasi, reaksi akrosom sampai fertifisasi. Penampungan
semen dilakukan pada kambing yang dipelihara di kandang hewan di FKH Unair.
Pemeniksaan kualitas spermatozoa dilakukan di Laboratorium Inseminasi Buatan FKH Unair.
Aplikasi penambahan L-Arginin  dalam media kapasitasi dan fertilisassi in vitro

dilaboratorium in vitro FKH Unair,

4.2.Variabel penelitian :

t. Variabel bebas : macam media kapasitasi (HEPES) dan dosis L-Arginin

I~

. Vanabel tergantung : kapasitasi, reaksi akrosom dan fertilisasi

3. Variabel kendali : umur kambing, pakan dan pemeliharan

4.3. Definisi operasional penelitian :

|.Kapasitasi spermatozoa : perubahan membran spermatozoa melibatkan perubahan
metabolisme dan infiuk ion Ca’* dan mempersiapkan ierjadinya reaksi akrosom.Spermaiozoa
yang terkapasitasi ditandai dengan bagian akrosom berfluoresen.

2. Reaksi Akrosom : Perubahan yang melibatkan fusi antara membran plasma dan
membran akrosom luar spermatozoa dan pelepasan ensim hyaluronidase dan akrosin
sehingga membran spermatozoa menjadi tidak stabil dan tidak ada Ca”™

3. Fertilisasi in vitro : pertemuan ovum dan spermatozoa dalam media fertilisasi secara in

Vitro




4.4. Tahapan Penelitian

1. Penampungan Semen

Semen ditampung dari kambing jantan dengan menggunakan vagina buatan yang
dilengkapi dengan tabung gelas penampung berskala. Vagina buatan disiapkan dengan
memasang kedua selubung dan alat penampung yang telah disteriikan, sedangkan ruangan
antara selubung luar dan dalam diisi dengan air hangat vang bersuhu 45°C dengan tujuan
memberi suhu terhadap selubung dalam sebesar 42-43°C dan sepertiga bagian depan
selubung dalam vagina buatan diolesi vaselin. Setelah vagina buatan selesai dipersiapkan,
pejantan diberi rangsangan dengan betina pemancing kemudian dilakukan penampungan
semen. Segera setelah penampungan, semen dibawa kelaboratorium untuk diperiksa secara
makroskopis dan mikroskopis. Pemeriksaan makroskopis meliputi volume, warna, bau,
konsistensi dan pH serta pemeriksaan mikroskopis meliputi gerakan massa, gerakan individu,

viabilitas, konsentrasi dan resistensi test.

2. Aplikasi L-Arginin pada Mcdia kapasitasi Spermatozoa

Semen kambing yang berkualitas baik, sebanyak 0,5 ml ditambah medium HEPES
sebanyak 1 ml dan dilakukan sentrifugasi dengan kecepatan 1800 rpm selama 10 menit.
Dihitung 3x10° spermatozoa untuk diberi perlakuan. Spermatozoa hasil sentrifugasi masing-
masing dibagi 3 yaitu tabung I diisi dengan spennatozoa dan medium HEPES, tabung I1 diisi

dengan spermatozoa, medium HEPES dan L-Arginin 0,004 M/ ml HEPES.Tabung 111 diisi

selama 15 menit dan dilakukan pengamatan pendewasaan atau kapasitasi dengan pewamaan
Chlor Tetracyclin (CTC). Preparat diperiksa dengan mikroskop fluoresen dengan perbesaran
1000x. Gambaran yang tampak adalah: kepala spemmatozoa seluruhnya berfluoresen adalah
spermatozoa yang tidak mengalami kapasitasi. Kepala spermatozoa separuh bagian atas

perfluoresen adalah spermatozoa yang mengalami pendewasaan atau kapasitasi.

dengan spermatozoa dan L-Arginin 0,006 M ml/ml HEPES. Selanjutnya dilakukan inkubasi



3. Koleksi oosit dan pematangan oosit In Vitro

Qosit diambil dengan cara aspirasi. cairan folikel ovarium yang ukuran diameternya
3-5 mm. menggunakan alat suntik vang steril dan jarum suntik ukuran 18 Gauge. Cairan
folikel kemudian dimasukkan dalam tabung reaksi secara hati-hati supaya sel-sel kumulus
tidak rusak dan disimpan dalam penangas air dengan subu 37°C. ditunggu 10 menit sampai
oosit mengendap. Kemudian cairan bagian bawah dievaluasi dengan menempatkan pada
cawan petri dibawah mikroskop sterio dengan perbesaran 100 x. Hanya oosit yang
mempunyai kumulus lengkap saja yang digunakan, kemudian dicuci sebanyak dua kali
dengan larutan OWS dan satu kali dengan media pematangan.

Pematangan digunakan media Tissue culture yang terdiri dari TCM 199 yang
ditambahkan dengan 1% Foetal Calf Serum (FCS), 100pg pyruvai, 25ug gentamisin dan
ditambahkan serum sapi berahi 10%. Oosit dimatangkan pada media dalam bentuk tetes
(50ul/tetes) Kemudian tetes tersebut ditutup dengan minyak parafin dan diequilibrasi di
dalam inkubator CO; 5% pada suhu 38,5° C dengan kelembaban 95% paling sedikit 2 jam
sebelum digunakan untuk pematangan oosit. Setelah pencucian dengan media pematangan, 5-
10 oosit yang berkwmulus lengkap ditempatkan dalam tetes fertilisasi media pematangan
kemudian diinkubasi selama 24 jam dalam inkubator CO; 5% yang sama untuk equlibrasi

Persentase pembelahan = Jumlah embrio yang membelah
x100%

Jumlah oosit yang dipakai fertilisasi.

4.5. Rancangan Dan Analisis Statistik
Rancangan penelitian yang digunakan adalah rancangan acak lengkap dan analissis data
dilakukan dengan Uji Anava, bila terdapat perbedaan dilanjutkan dengan Duncan Test (Santoso dan

Fandy, 2001).




BAB 5. HASIL DAN LUARAN PENELITIAN

5.1. Hasil vang dicapai :, PERPUSTAKAAN
| UNIVERSITAS AIRLANGGA
Semen kambing yang digunakan untak penelitian j SURABAYA

Semen kambing vang akan digunakan untuk penelitian harus memenuhi syarat yaitu
motilitas progresif dan daya tahan hidupnya >70%. Pemeriksaan makroskopis (volume,
warna, pH. Kkonsistensi dan bau) dan secara mikroskopis (gerakan massa spermatozoa.
gerakan individu progresif dan daya tahan hidup spermatozoa) dapat dilihat pada tabel 1.

Tabel 1. Karakteristik semen segar kambing

Parameter - B 1 Rataan + SD _
Volume (ml) - 1345005 -
| Konsistensi _ kental I
- Warmna Putih kekuni:igan ]
Baw _ | khas
pH _ 6.5
T ——— e P -
Motilitas individu progresif spz (%) lot00+000 ]
Daya tahan hidup/viabilitas spz (%) 19335 £030
Konsentrasi (juta/ml). - 1393010550 ) R
— o Erome poze]

Hasil pemeriksaan semen kambing adalah volumenya 1307005 ml, konsistensinya
kental, warnanya normal (putih kekuningan), bau nya khas (tidak menyimpang), pH 6.5
(normal), motilitas massa +++, motilitas individu progressif sebesar 91+ 0,10 %, daya tahan
hidup nya 93.35 +0.30 % serta konsentrasinya 3930 & 105,50 juta /ml.Pada umumnya
volume semen akan bertambah banyak sesuai dengan umur, besar tubuh, perubahan keadaan,
kesehatan organ reproduksi dan frekuensi penampungan semen. Warna, konsistensi dan
konsentrasi spermatozoa mempunyai hubungan erat satu sama lain. Semakin encer suatu
semen maka konsentrasi spermalozoa akan rendah dan warna semen semakin pucal.
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Sedangkan konsistensi semen tergantung pada perbandingan spermatozoa dan plasma semen
(Evans and Maxwell. 1987). Derajat keasaman pH sangat mempengaruhi daya hidup
spermatozoa. Bila pH tinggi atau rendah akan menyebabkan spermatozoa tersebut mati,
Derajat keasaman semen kemungkinan dipengaruhi oleh konsentrasi asam laktat yang
dihasilkan dalam proses akhir metabolisme. Menurut Toelihere 1985, metabolisme
spermatozoa dalam keadaan anerobik akan menghasilkan asam laktat yang tertimbun dan
meningkatkan atau menurunkan pH semen. Dapat disimpulkan bahwa kualitas semen segar

kambing tersebut memenuhi syarat untuk dilakukan kapasitasi..

Kualitas semen kambing dengan penambahan L-Arginin dalam media kapasitasi

Motilitas individu, viabilitas, membran plasma utuh, kapasitasi, reaksi akrosom
spermatozoa diamati dengan menggunakan mikroskop cahaya pembesaran 400 kali.
Pengamatan dilakukan terhadap kapasitasi, dan reaksi akrosom spermatozoa dengan
menggunakan mikroskop flourecen pembesaran 1000 kali dan dinyatakan dalam persen dapat
dilihat pada tabel 2.

Tabel.2. Rata-rata +SD dan uji F terhadap kualitas spermatozoa kambing dalam media
kapasitasi

Parameter PO (Kontrol) Pt (0,004 M P2 (0,006 M
Tanpa L-Arginin L-Arginin) L Arginin)
Motilitas progresif spz (%) 32,05°+0,50 35,10°£0,05 49,25%0,75
Daya tahan hidup spz (%) 33,15°+0,55 36,50°£0,25 50,50°+0,30
Membran plasma utuh (%) 31,25°+0,10 34,05°+0,40 47,10°£0,20
Kapasitasi(%) 20,10°+0,30 23,25°+0,30 28,25%+:0,20
Reaksi akrosom spz (%) 2,15*0,70 5,15°+0,45 7,25°+0,20

Notasi huruf yang berbeda pada baris yang sama berbeda nyata (p<0,05)

Keterangan : PO : Tanpa penambahan L-Arginin dalam media kapasitasi

P1 : Penambahan L-Arginin 0,004 M/ml dalam media kapasitasi
P2 : Penambahan L-Arginin 0,006 M/ml dalam media kapasitasi




Gambar 1. Spermatozoa yang Mengalami Hidup dan Mati
Keterangan gambar :
A. Spermatozoa yang mati ( kepala spermatozoa berwarna merah keunguan)
B. Spermatozoa yang hidup ( kepala berwarna transparan).

Gambar 2. Spermatozoa yang mengalami kapasitasi dan reaksi akrosom

Keterangan gambar :

A. Spermatozoa yang tidak mengalami kapasitasi (semua permukaan kepala
spermatozoa berfluoresen)

B. Spermatozoa yang mengalami kapasitasi (bagian akrosom spermatozoa
berfluoresen)

C. Spermatozoa yang mengalami reaksi akrosom (bagian segmen equatorial
berfluoresen)
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Tabel.3. Rata-rata +SD dan uji F terhadap fertilisasi spermatozoa kambing dalam media

kapasitasi
Perlakuan Fertilisasi (%)
PO (Kontrol) 40,65°+0,05
P1 (0,004 M L-Arginin) 59,05%+0,25
P2 (0,006 M L-Arginin) 62,45°+0,35

Notasi huruf yang berbeda pada baris yang sama berbeda nyata (p<0,05)
Keterangan : PO : Tanpa penambahan L-Arginin dalam media kapasitasi
Pl : Penambahan L-Arginin 0,004 M/ml dalam media kapasitasi
P2 : Penambahan L-Arginin 0,006 M/m! dalam media kapasitasi

Pada tabel 2 dapat dilihat bahwa kualitas spermatozoa kambing dengan penambahan
L-Arginin dengan dosis 0,006 M/ ml dalam media kapasitasi menunjukkan persentase
motilitas, daya tahan hidup, membran plasma utuh, kapasitasi dan reaksi akrosom
spermatozoa yang paling tinggi. Demikian juga pada tabel 3 dapat dilihat bahwa persentase
fertilisasi yang paling tinggi adalah dengan penambahan dosis 0,006 M/ml. Uji Anava
terhadap motilitas progresif, daya tahan hidup (viabilitas), membran plasma utuh, kapasitasi
dan reaksi akrosom spermatozoa serta fertilisasi in vitro terdapat perbedaan yang nyata
p<0,05 antara PO, P1 dan P2. Uji jarak berganda Duncan pengamatan pada perlakuan II
menghasilkan persentase motilitas, daya tahan hidup, membran plasma utuh, kapasitasi dan
reaksi akrosomnya spermatozoa yang paling tinggi.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa persentase motilitas, viabilitas, membran plasma
utuh, kapasitasi, reaksi akrosom dan fertilisasi spermatozoa tertinggi pada media HEPES+
0,006M/ml. Hal ini karena pengaruh dari L-Arginin yang bertindak sebagai antioksidan yang
melindungi spermatozoa dari radikal bebas dan terjadinya peroksidasi lipid bisa dicegah
sehingga membran plasma spermatozoa tetap utuh. Selain itu dikarenakan dosis L-Arginin
yang diberikan dalam media kapasitasi tersebut mengimbangi terjadinya peroksidasi lipid

atau radikal bebas, sehingga membran sel masih stabil dan berfungsi.




membran plasmanya kurang stabil schingga banyak spermatozoa yang mengalami kapasitasi
dan reaksi akrosom dini, karena sebelum dilakukan fertilisasi i vitro spermatozoa harus
dilakukan pencucian dengan EBSS, kemudian dilanjutkan inkubasi dalam inkubator CO,
seiama 30 menit, hal-hal tersebut bisa mempengaruhi fungsi spermatozoa untuk membuain
oosit, karena fungsi membran akrosom tidak mampu lagi menghasilkan ensim-ensim yang
dapat menembus zona pelusida dan membran vitelin akibatnya pembuahan tidak terjadi.
Sebagaimana yang lelah diketahui, proses pembuahan melibatkan sei kelamin jantan
(spermatozoa) dan sel kelamin betina (oosit). Baik oosit maupun spermatozoa harus
mengalami pematangan (maruration) sebelum mampu melakukan pembuahan. Khusus pada
spermatozoa, selain mengalami proses pematangan, spermatozoa tersebut juga harus
mengalami proses kapasitasi dan reaksi akrosom yang membuatnya mampu membuahi oosit
yang sudah matang (Liu er al., 2004; Kim, et al., 2008).

L-Arginin adalah asam amino yang dapal merangsang motiliias spermatozoa mamatlia
dalam kondisi in vitro dan berperan penting dalam pertahanan imunitas seluler (Srivastava et
al, 2006). L —Arginin melindungi spermatozoa terhadap peroksidasi lipid melalui peningkatan
produksi nitrat oksida dan menonaktifkan radikal bebas. Nitrat oksida telah terbukti menjadi
antioksidan dan bermanfaat terhadap species oksigen reaktif (ROS) seperti hidrogen
peroksida (H%0%) dan anion superoksida (O%) (Al-Ebady ef al, 2012). L-Arginin merupakan
antioksidan sekunder yang bekerja dengan cara memotong reaksi oksidasi berantai dari
radikal bebas atau dengan cara menamgkap radikal bebas. L-Arginin juga dapat
rmeningkatkan glikolisis spermatooza. Proses glikolisis dapat menghasilkan energi berupa
adenosin trifosfat (ATP), yang dimanfaatkan oleh spermatozoa sebagai sumber energi dalam

proses pergerakan sehingga dapat tetap motil dan mempertahankan daya hidupnya.

Kelompok kontrol atau tanpa penambahan L-Arginin. banyak spermatozoa struktur
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L-Arginin  memainkan peran penting dalam fisiologis spermatozoa kambing,
memngkatkan metabolisme sel  (Patel ei o/, 1998) dan juga memiliki efeh perfindungan
terhadap peroksidasi lipid ( Srivastava er al. 2000). Pada dosis tinggi L-Arginin pada pasien
oligospermia dapat memperbaiki konsentrasi dan motilitas spermatozoa tanpa efek samping
{Scibona ¢i ai, 1994). L-Arginin dapat menekan produksi ROS dengan jalan meningkaikan
NO (Nitrat Oksida), hal ini dapat menyebabkan reaksi kapasitasi. Menurut penelitian Al-
Ebady er al (2012) menyatakan bahwa penambahan 0,005 M/ml L-Arginin pada semen sapi
perah yang mengandung spermatozoa motil yang rendah dapat meningkatkan motilitas
spermatozoa serta menurunkan kematian, kelainan dan cacat pada akrosom spermatozoa.
Penelitian Al-Badry (2014) juga menunjukkan bahwa penambahan Arginin pada semen sapi
perah post thawing dapat memberikan persentase kematian dan kelainan spermatozoa yang

lebih rendah.

5.2. Luaran Penelitian

1. Keberhasilan L-Arginin sebagai medium kapasitasi untuk spermatozoa kambing

2. Publish artikel ilmiah pada jurnal international (Chem Tech Researche, 2018).

3. Draft Artikel ilmiah rencana akan disubmitkan pada jurnal Iranian Journal of Applicd

Animal Science (draft)
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BAB. 6. KESIMPULAN DAN SARAN

6.1.Kesimpulan Penelitian
|. Penambahan L-Arginin dalam media fertilisasi dapat meningkatkan persentase

kapasitasi spermatozoa kambing dengan dosis 0.006 M

|8

Penambahan L-Arginin dalam media fertilisasi dapat meningkatkan persentase reaksi
akrosom spermatozoa kambing dengan dosis 0,006 M
3. Penambahan L-Arginin dalam media kapasitasi spermatozoa kambing dapat

meningkatkan kejadian fertilisasi dengan dosis 0,006 M

6.2. Saran Penelitian

L-Arginin dapat ditambahkan dalam media kapasitasi spermatozoa kambing dengan

dosis 0,006M/ml

FW-

PERP
; UNIV USTAKAAN

l SURA B IRLANG.,

e ¥

20




DAFTAR PUSTAKA

Al-Badry, K.1. 2014, Re-Dilution Effect and Arginme Additon for Activation Poor Posl-
Thaw Motility of Sperms for Holstem Bulls Born inlrag. Online Intcrnational
Interdisciplinary Research Journal. ISSN :2249 - 9598, 4:18-26.

Al-Ebady,AS., SO. Hussain, KI.,Al-Badry and FF. lbrahim.2012. Effect of Adding L-Arginin
on Some Parameters of Bull Sperms After Freezing in Liquid Nitrogen (-1960C). Al-
Qadisiya Joumal of Vet Med Sci. 11{2):15-161.

Baldi,E., M. Luconi, L. Bonaccorsi, C.krausz and G Forti. 1996 Human Sperm Activation
during Capacitation and Acrosom Reaction: Role of Calcium, protein phosphorylation
and Lipid Remodelling pathways. Frontiers in Bioscience. : 189-205.

Bansal AK and G.S Bilapuri. 2010. Impacts of Oxidative Stress and Antioxidants on Semen
Functions. Veterinary Medicine International. Article ID 686137.

Beatriz,B.,R.Perez-Pe, M gallego,A.Tato, J.Osada, T. Muino Blanco and J.A. Cebrian Perez.
2000. Seminal Plasma Protein Revert the Cold Shock Damage on Ram Spenm
Membrane. Biology Reproduction. 63:1531-1537.

Crompton M, Virji S and Ward JM, 1998. Cyclophilin-D bind strongly to complexes of the
voltage-dependent anion channel and the adenine nucleotide translocase to form the
permeability transition pore. Eur J Biochem 258:729-735.

Curry MR, PF Watson, 1995. Sperm Structure and Function in Gamete the Spermatozoa.
Gambridge Reviews in Human Reproduction. Ed.Gruzinskas& JL Yovich,
Cambnidge University Press.

DirektoratlenderalProduksiPeternakan, 2007. PetunjukTeknisProduksidanDistribusi Semen
Beku. Departemen Pertanian. Jakarta.

Feitosa,W.B; A.M, De Rocha; C.M Mendez. MP. Milazzoto; M.D Goissis; C Delbont; J.A
Visintin and M.E.OD’ AvilaAssumpco, 2008. Kinetics of change in plasma membrane
related to apoptosis and necrosis in bovine sperm cells at different incubation
times.Braz. J. Vet Res. Anim. Sci, Sao Paulo. 4 (5):398-404.

Flaherty, C.O; Pablo R and Sudha Srivastava.(2004). L=-Arginin Promotes Capacitation and
Acrosom Reaction in Cryopreserved Bovine Spermatozoa. Biochimia at
BiophysicaActa. 1674: 215-221].

Florman, H. M. and Ducibella, T. 2006. Fertilization in mammals. In The Knobil and Neill’s
Physiology of Reproduction. Neill, J. D. ed. New York: Elsevier.

Gamer and Hafez, E.S.E. 2000. Reproduction in Farm Animal. 7 Edition, Philadelphia.
Baltimore. New York London.




Evans.G and M.W.C.Maxwell. 1988. Salomon’s Artificial Insemination of Sheep and Goat.
Butherworths, Svdney.

Hardijanto, Susilowai. S.Sardjito T. Hernawati T.. Suprayogi TW. 2010. Buku Ajar.
InseminasiBuatan. Airlangga University Press. Surabaya.

Hinting, A. 1989. Assesment of Human Sperm Fertilizing Ability. Thesis Submitted in
Fulfiliment of The Requirement for The Degree of Special Doctor in Reproductive
Medicine. Rijksuniversiteit Gent. Belgium.

Kasai, M. 1996. Simple and Efficient Methods for Vitrification of Mammalian Embryos.
Animal Reproduction Sciences. 42(1): 67-75.

Kim, E., Yamashita, M., Kimura, M., Honda, A., Kashiwabara, S., and Baba, T. 2008. Sperm
Penetration Through Cumulus Mass and Zona Pellucida. International Journal of
Developmental Biology. 52: 677-682.

Kleinsmith, L.J. 2006. Principle of Cancer Biology. Pearson Education Inc.

Lessard, C.,S. Parent, P. LEclerc, J.L. bailcy and R. Sullivan, 2000. Cryoprescrvation Alters
the Levels of the Bull Sperm Surface Protein P25b. Journal Andrology.21:700-707.

Li LY, Luo X, Wang X. 200]. Endonuclease G is an apoptotic DNasewhn released from
mitokondria. Nature 6842: 95-99.

Liu de Y., C. Garrett and H.W. Baker. 2004. Clinical Application of Sperm-Oocyte
Interaction Tests in In Vitro Fertilization — Embryo Transfer and Intracytoplasmic
Sperm Injection Programs. Fertility and Sterility. 82: 1251-1263.

McGavin MD and Zachary JF (Eds), 2007. Pathologic basis of veterinary disease.4 thed
Mosby Elsevier. Philadelphia.PA

Muino-Blanco, T.; R. Perez —Pe and J.A. Ccebrian Perez. 2008. Seminal Plasma Protein and
Sperm Resistence to Stress. Reproduction in Domestic Animal, 43:18-31.

Peterson QP, Goode DR, West DC, Botham RC and Hergenrother PJ. 2010. Preparation of
the caspase -3/7 substrate AC-DEVD-pNA by solution-phase peptide synthesis.
Nature Protocols 5 : 294-302. Published online 28 January 2010.

Santoso,S dan Fandy, T, 2001. Riset Pemasaran, Konsep dan Aplikasi dengan SPSS. PT
Gramedia . Jakarta.

Salisbury, G.W and N.L VanDemark, 1985. Fisiologi Reproduksi dan Inseminasi Buatan
pada Sapi. Terjemahan R. Djanuar. Gadjah Mada University Press. Yogyakarta.

Srivastava,S., Prashant D., Evans C., Girjesh G. 2006. Mechanism of Action of L-Arginin
onThe Vitality of Spermatozoa is Primarily Through Increased Byosynthesis of Nitric
Oxide. Biology of Reproduction 74: 954-958.




Susilowati,S. Potens iBioJogis Insulin Like Growth Factor-I Complex Plasma Seminalis
Kambing Hasil Sentrifugast. Disertasi. Pasca Sarjana Fakultas Kedokteran Universitas
Airlangga.

Susilowati. S dan Hemawati T. 2013. Protein Plasma Seminalis Dan Pembekuan Semen
Kambing .MHand Out. Fakultas Kedokteran Hewan Unair.




[ |

Clhalm

leCh

Viability, and Spermatozoa Capacity of Goats

Tri Wahyu Suprayogi’, Rimayanti', Tatik Hernawati', Suharsono?,

Suherni Susilowati"

University, Surabaya, Indonesia

’Department of Anatomy, Faculty of Veterinary Medicine, Airlangga University,

Surabaya, Indonesia

Abstract : The purpose of this study is improving the provision of animal origin food of in
vitro fertilization technology. Specific targets to be achieved in this study is to increase the
incidence of capacitation spermatozoan and success in in vitro fertilization process . This
research utilized four treatment groups, namely controlled group (P0) is the addition of L-
Arginine in spermatozoa (HEPES) capacitance medium , group (PI) is the addition of L-
Arginine in spermatozoa (HEPES) capacitation medium by 0,002 M / ml ,group (PII) is the
addition of L-Arginine in spermatozoa (HEPES) capacitation medium by 0,004 M / ml. and
group (PIIT) is the addition of L-Arginine in spermatozoa (HEPES) capacitation medium by
0,006 M / ml Further evaluations included motility, viability, capacitation reaction of
spermatozoa. Data obtained in the form of percentage of motility, viability and capacitation
reaction is analyzed by F Test. The conclusion of this study. group (PIII) is the addition of L-
Arginine in spermatozoa (HEPES) capacitation medium by 0,006 M / ml increase of motility,
viability and capacitation reaction.

Keywords : L-Arginine, capacitation medium, motility, viability and capacitation reaction.
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Various technologies have been created and have been used to improve the efficiency of livestock

roduction. Artificial Insemination is the initial use of Reproductive Biotechnology in male animals and then

followed by research on in vitro manipulation of spermatozoa. How to manipulate spermatozoa in vitro include
th¢ method of centrifugation. In the process of in vitro fertilization requires the presence of a mature ovum and

S

can be achieved by adding the appropriate medium®.

Int

D(

rmatozoa who have experienced maturity or capacitation. The maturation process of spermatozoa in invitro

The adverse effects of seminal plasma splitting with centrifugation techniques are the increased
formation of Reactive Oxygen Species (ROS) by spermatozoa'’. The increased accumulation of ROS
praduction in centrifuged spermatozoa is thought to be a complex process and can be derived from various
ch¢mical processes, organelles or cells even from outside the cell’. If the production of ROS is excessive and
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ble to be neutralized by the antioxidant defense system present in the spermatozoa or seminal plasma can
use damage poly unsaturated fatty acid which is an important component of the phospholipid membrane
embrane spermatozoa cells, the inactivation of glycolytic enzymes, motility and spermatozoa’.
ccording to', L-Arginine is an amino acid that plays an important role in stimulating the motility of

tozoa in mammals under in vitro conditions. L-Arginine also acts as an antioxidant that produces nitric
oxide from enzyme synthesis reactions thus reducing peroxidation of lipid membrane spermatozoa that occurs
e to free radicals when spermatozoa interact directly with oxygen. Nitric oxide is a biological molecule that
plays an important role in physiological spermatozoa such as spermatozoa motility, spermatozoa-ovum
interaction and spermatogenesis. Nitric oxide also plays a role in the defense mechanism of spermatozoa against
e formation of reactive oxygen under the freezing point in liquid nitrogen at -196°C, which maintains sperm
otility and post thawing viability.

According to®, L-Atginine is a substrate that produces nitric oxide with an intermediate enzyme nitrate
oxide synthase. The enzym is in the acrosome section and the spermatozoa tail. L-Arginine stimulates
pacitation and spermatozoa acrosome reaction''. At low concentration, NO improve sperm motility. Beside
omoting sperm motility, NO is also know to cnhance capacitation and acrosom reaction in mousc and human
tozoa However, higher concentrations of L-Arginin can have adverse effect on motility and fertility
of human' and rat *.Research on L-Arginine has been done, but research on the addition of L-Arginine in goat
spermatozoa media has not been studied.

2} Materials and Methods

2.1.Experimental animal

Semen is collected from three male goats by using an artificial vagina. The average body weight was 45
and average age was 3-4 years. An artificial vagina is prepared by placing both shrouded and sterilized
tainers, while the space between the outer and inner sheath is filled with warm water at 45 ° C in order to
give the temperature to the inner sheath of 42-43 °C and the front third of the envelope in the vaginal artificial
Vaseline smeared . After the artificial vagina is prepared, the male is given a stimulus with the angler females
then carried out semen storage. Immediately after the shelter, the semen was taken by a laboratory to be
ted from the spermatozoa and the plastics were used to be added to the goat semen diluent.
e goat semen is accommodated with an artificial vagina and examined macroscopically and microscopically.
croscopic examination includes volume, color, odor, consistency and pH and microscopic examination
luding mass movement, individual movement, viability, concentration and test resistance.

2.2. L-Arginine application on spermatozoa capacitation media

Good quality semen ( percentages of spermatozoa motility and viability should be 70% or above), as
mych as 0.5 ml plus HEPES medium 1 ml and centrifugation at 1800 rpm for 10 minutes. Calculated 3x10°
tozoa for treatment.Spermatozoa of each centrifugation divided by 4 groups.Tube 1 filled with
tozoa and HEPES medium, tube 11 filled with spermatozoa + HEPES medium + L-Arginin 0.002 M / ml
PES. Tubes III filled with spermatozoa + HEPES medium + L-Arginin 0.004 M / ml HEPES. Tubes IV
filled with spermatozoa + HEPES medium + L-Arginin 0.006 M / ml HEPES.Then incubated for 15 minutes at
m temperature and evaluated for motility, viability and capacitation.

2.3. Assesment of motility

The motility of spermatozoa was analyzed by mixing the semen gently and placing a 10ul drop of
diljited semen on warm slide covered with a glass cover slip (18 x 18 mm) from five selected representative
ﬁe ds. One hundred spermatozoa were evaluated in at least five different fields in each smear under a light
roscope. Individual sperm were recorded as being motil or non motil?'.

2.4. Sperm viability

Eosin — negrosin staining was used to evaluate sperm viability as described by*'. One drops of semen
wzﬁs placed on a tempered glass slide and this samples was mixex with one drop of eosin negrosin solution. The
mikture was smeared on the glass slide and allowed to air dry. One hundred spermatozoa were evaluated in at
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2?ast five different fields in each smear under a light microscope. Eosin penetrates non viable, non stained cells

2:5. Assesment of sperm capacitation with Tetracycline Chlorine Staining

Examination of sperm capacitation with ChlorTetracyclin (CTC) staining. Preparations are examined
nder a fluorescent microscope with a magnification of 400x. The visible picture is: the whole head of the

tozoa is fluorescent, the spermatozoa are non-capacitated. The upper half spermatozoa head fluorescent
isa spermatozoa that undergoes capacitation.

£

2.6. Design and Statistical Analysis

The research design used is complete randomized design and data analisis done with Anova Test, if
there is difference followed by Duncan Test V",

3./ Result
3.1.Collection of Goat semen for Treatment

This research requires fresh semen of goats that are first examined in macroscopic and microscopic.
&e macroscopic examination includes: volume, color, odor, consistency and degree of acidity or pH.

icroscopic examination includes mass movement, individual movement, concentration and survival (viability)
of| spermatozoa. The results of the macroscopic and microscopic examination of goat's semen (Table 1).

TTble 1. Macroscopic and microscopic examination of fresh goat semen

Indicator Character
olour White-yellowish
mell Typical
onsistency Thick

7,00
olume (ml) 2,540,35
onceentration (juta) spzmm’ 3985x10°
ass Motility +H+
dividual Motility (%) Progressive (87+3,50)
iability (%) 9342,45
ole Plasma Membrane (%) 85+1,55

The results showed that the goat semen that was accommodated was yellowish white, typical smell,
thick consistency, pH + 7, volume 2.5 £ 0.35 ml, concentration 3985 = 106, mass metility +++ (movement of
e and large waves) , individual motility progressive move 87 + 3.50%, viability 93 £ 2.45 and intact plasma
mgmbrane 85 + 1.55%. In general, the volume of semen will increase according to age, body size, changes in
e, reproductive health and frequency of semen shelter. The color, consistency and concentration of
tozoa are closely related to each other. The more dilute a semen the concentration of spermatozoa will be
lower and the color of the semen is getting pale. While the consistency of semen depends on the ratio of
spgrmatozoa and plasma semen *. The degree of acidity (pH) greatly affects the life-force of spermatozoa.

en a high or low pH will cause the spermatozoa die. The degree of acidity of semen is influenced by the
concentration of lactic acid produced in the metabolic process. According®, spermatozoa metabolism in
erobic state will produce lactic acid buried and increase or decrease the pH of semen.

3.2 Examination of motility, viability and capacitation of goat sperm in HEPES + L-Arginine media

Individual motility was observed using a 400 times magnification light microscope. Observations were
e on the number of progressive motile spermatozoa and spermatozoa velocity from one field of view and
ressed in percent can be seen in table 2.
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Observation of spermatozoa viability was done using a light microscope with 400 times magnification.

he percentage of viability of spermatozoa can be seen in table 2. The live spermatozoa are characterized by

ear or transparent colored spermatozoa heads while the dead spermatozoa are characterized by pink
tozoa heads.

O -

The observed capacities and acrosome reactions were performed by Chlortetracyclin (CTC) staining
d were observed with a magnification fluorescence microscope 400 times. The visible picture is: the whole
head of the spermatozoa is fluorescent, the spermatozoa are not capacitated. The upper half-fluorescent
tozoa head is a spermatozoa that has matured or capacitated. Observations were made from one field of

view and expressed in percentages can be seen in table 2.

ble 2.Percentage of metility, viability and capacitation of goat spermatozoa in HEPES-added L-

inine media.
Tarameter HEPES HEPES + 0,002 | HEPES + 0,004 | HEPES + 0,006
M/mL L-Arginin | M/mL L-Arginin | M/mL L-Arginin
otility P (%) 50,10£2,55° | 35,0542,25" 56,75+1,50° 68,3543,05°
/iability (%) 58,35+2,30° | 44,55£1,05" 65,752,50° 72,25+1,75°
Capacitation (%) [ 54,45+0,75° | 37,4542,25" 60,45+0,80° 82,55+0,85°

Different letter notations on the same line are significantly different (p <0.05)

In Table 2 it can be seen that the addition of L-Arginine in the capacitation medium (HEPES) yields a
diftinct pattern of difference in progressive motility, viability and spermatozoa capacitance. Motility, viability

spermatozoa capacitation in HEPES + medium 0.002 M / mL L-Arginine showed the lowest percentage.
Bé¢tween medium HEPES and HEPES + 0,004 M / ml L-Arginine there was no difference, meanwhile the
highest on medium HEPES + 0,006 M / ml L-Arginin.UjiMultivariant to motility, viability and spermatozoa
citation there was significant difference p<0,05 between the treatments.

4.|Discussion

The movement of spermatozoa can occur because of the energy (ATP) that is product by mitochondria
anf the existence motor dynein (Cytoskeleton) for flagela or tail of sperm. The movement organized by Ca **
(Clyclic Adenosin Mono Phosphat)®. Absolute spermatozoa survival require the integrity of the membrane.
DTring the centrifugation process in addition to the antioxidant present in the seminal plasma disappeare there
is |also membrane molecular materials resulting in membrane destabilization thereby decreacing the
siological function of the membrane under normal condition, living cells need a source of energy formed

frqm ATP through oxidative fosforylation requiring oxygen in process of reduction of oxygen in the transfer 4

Capacitation showed a correlation with change in fluidity of plasma membrane spermatozoa,
intfacellular ion concentration, metabolism and motility>. Molecularly during capacitation there are

tozoa, changes in protein phosphorylaion and activity of protein kinase. Capacitation is the re-
gement of biochemical membrane spermatozoa where as capacitance increases in intracellular Ca® level
e increasing of Ca**activity activates spermatozoa (hyperactivation).

The results showed that the highest percentage of motility, viability and capacitance of spermatozoa in
PES + 0,006M / ml L-Arginine. The statement is appropriate with the research °, which writing L-Arginine
acts as an antioxidant that protects spermatozoa from free radicals and lipid peroxidation so that the
tozoa plasma membrane remains intact. In addition, because the dose of L-Arginine given in the medium
of ¢apacitance is to balance the occurrence of lipid peroxidation or free radicals.

L-Arginine is an amino acid that can stimulate the motility of mammalian spermatozoa under in vitro
corjditions and play an important role in the defense of cellular immunity ". L -Arginin protects spermatozoa
inst lipid peroxidation by increasing the production of nitric oxide and deactivating free radicals. Nitric
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ide has been shown to be an antioxidant and beneficial to reactive oxygen species (ROS) such as hydrogen
oxide (H202) and superoxide anion (02) '.The mechanism of L-Arginin action is through the production of
O in the presence of NOS, and it was confirmed by the inhibition of the enzyme action as well as by
stavenging the NO free radical. A similar role of NO has been demonstrated in human spermatozoa where this
OS has been shown to trigger tyrosine phosphorylation and double serine/threonine phosphorylation (Herrero
ef al, 2000) both events being closely realted with capacitation'®. Moreover, °and 'mentioned that the arginin
agts as an antioxidant which protects spermatozoa against lipid peroxidation during storage through increasing
njtric  oxide production which reduces lipid peroxidation by activating free radicals.
Arginine is a secondary antioxidant that works by chopping off a chain-oxidation reaction from free radicals
of by capturing free radicals. L-Arginine can also increase spermatooza glycolysis. The process of glycolysis
produce energy in the form of adenosine triphosphate (ATP), which is used by spermatozoa as a source of
egergy in the process of movement so that it can remain motile and maintain its life force. Futhermore, sreported
t the nitric oxide have a major role in stimulation of lactic dehydrogenize which was a key for metabolic
ptocess in sperm motility that may be presumably given as the sperm direct effects responses individual
tility.

The conclusion of this study, group (PIII) is the addition of L-Arginine in spermatozoa (HEPES)
pacitation medium by 0,006 M/ ml increase of motility, viability and capacitation reaction.
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