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PENGARUH PENAMBAHAN ENZIM a SERINE PROTEASE (AKROSIN) TERHADAFP
PEROLEHAN EMBRIO DOMBA EKOR GEMUK (EG) PADA FERTILISAS! IN-VITRO

RINGKASAN

Perkembangan populasi ternak di Indonesia belum mencapal keadaan yang
menggembirakan, bahkan di Jawa Timur pada tahun 2007 terjadi penurunan populasi beberapa
jeris temak yaitu domba sebesar 3,24 %, sedangkan temak yang lain mengalami kenaikan
yar g masih jauh dari harapan. (Anonimous, 2007). Pemerintah melalui program inseminasi
buatan berusaha mengatasi penurunan populasi ternak domba tersebut. Namun demikian
sejauh ini usaha pemerintah tersebut balum membuahkan hasi yang optimal.

Salah satu faktor utama penyebab turunnya populasi ternak domba tersebut adalah
adanya gangguan reproduksi, terutama gangguan ferlilisasi yaitu gagalnya sel sperma uniuk
menembus sel telur. Kegagalan penetrasi sel sperma kedalam sel telur, disebabkan oleh
berkurangnya potensi enzim yang ada pada spermatozoa tersebut , khususnya enzim akrosin
yang berfungsi dalam penetrasi zona pelusida pada sel telur. Di Indonesia peneiitian tentang
peran dan fungst akrosin dalam ferfilisasi, khususnya penetrasi pada zona pelusida sel telur
belum pemah dilaporkan.

Tujuan jangks pendek yang akan dicapal dalam penelitian ini adalah mengetahui peran
akrosin terhadap potensi dan kualitas spermatozoa serta paran akrosin terhadap penatrasi zona
pelusida. Sedangkan ftujuan jangka panjang yang akan dicapai dalam penelitian inl adalah
penyediaan protein spesifik berupa akrosin untuk perbaikan fertilitas ternak khususnya domba

Penelitian ini terdiri dar dua bagian yaitu : penelitian pertama suplementasi akrosin
sperma domba EG dosis 0: 3,0; 4,5 dan 6,0 pg terhadap persentase motilitas, abnarmalitas,
viabilitas, integritas membran, kapasitasi dan reaksi akrosom. Peneltian kedua suplementasi
akrosin sparma domba EG dosis 0, 3,0, 45 dan 6.0 ug terhadap penetrasi zona pelusida.
Hasilnya yaitu ; suplementasi akrosin 4,5 pg dapat meningkatkan motilitas, viabilitas, kapasitasi
dan reaksi akrosom. Suplementasi akrosin 50 pg menurunkan motilitas spermatozoa.
Kesimpulan : suplementasi akrosin dosis 4,5 ug dapat untuk meningkatkan motilitas, viabilias,
kapasitasi maupun reaksi akrosom.

Kata kunci : akrosin, fertilifas ternak, zona pelusida , kapasiasi & reaksi akrosom
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1. Latar belakang masalah

Perkembangan populasi ternak di Jawa Timur belum mencapai keadaan
yang menggembirakan, bahkan pada tahun 2007 terjadi penurunan populasi
beberapa ternak yaitu domba & domba sebesar 2,24 %, sapi 1,86 % dan kerbau 3
% sedangkan ternak yang lain mengalami kenaikan yang masih jauh dan harapan
(Anonimous, 2007). Program pemerintah untuk meningkatkan populasi ternak
domba & domba yaitu melalui inseminasi buatan (1B) & kawin alam (KA)

I Pada tahun 2007 secara nasional jumiah cempe (anak domba & domba) yg
dilahirkan melalui Inseminasi Buatan (IB) maupun Kawin Alam (KA) masih
dibawah satu juta ekor (Tieppy Soedjana, 2008). Kendala yang sering dihadapi
dalam peningkatan populasi ternak domba & domba adalah gangguan fertilisasi
yang meliputi gagalnya sel sperma untuk menembus sel telur (Hafez, 2002)

Kegagalan penetrasi sel sperma terhadap zons pelusida sel telur adalah
berkurangnya potensi enzim a serine protease (akrosin), kegagalannya mencapai
20-30% (Zalata, 2004; Hafez, 2002). Akrosin adalah enzim protease yang terdapat
pada akrosomal sperma dan sangat penting untuk proses fertilisas:. Akrosin
dikeluarkan selama reaksi akrosom, ini ditunjukkan dengan penetrasi spermatozoa
kedalam zona pelusida ovum.

Bertitik tolak dari permasalahan tersebut, maka tujuan jangka pendek yang
akan dicapai dalam penelitian ini adalah uji potens: biclogis protein spesifik
(akrosin) yang terdapat pada akrosom spermatozoa domba EG dan suplementasi
dari akrosin sebagai bahan bioaktif untuk perbaikan fertilitas ternak, yaitu dengan
fertilisasi in-vitro. Tujuan jangka panjang yang akan dicapai dalam penelitian ini
adalah penyediaan protein spesifik dari akrosin dalam perbaikan fertilitas ternak
terutama untuk keperluan embrio transfer.



BABE Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tinjauan Tentang Domba Ekor Gemuk (EG)
Sejarah mencatat bahwa domba ekor gemuk yang ada di Indonesia
kemungkinan berasal dari Afrika yang dibawa oleh pedagang Arab, Spanyol pada
abad ke 17, serta dibawa oleh pemerintah Hindia Belanda di abad ke 18. Banyak

yang menganggap bahwa domba ekor gemuk merupakan domba asli Indonesia
yang berasal dari Jawa Timur. Karakteristik Domba Ekor Gemuk

« Berukuran sedikit lebih besar dibandingkan dengan domba lokal,

« Memiliki pola warna tubuh putih, wool kasar tetapi rapi, kepala ringan dengan
bentuk muka melengkung (concaf), tipe teinga kecil dengan arah menyamping
dan mendatar,

« HKebanyakan Pejantannya tidak bertanduk dan hanya sedikit yang mempunyal
tanduk kecil, sedangkan betinanya tidak bertanduk.

» Memiliki ekor dengan ukuran yang tebal dan lebar.

« Domba ini merupakan domba pedaging atau domba potong . berat jantan

dewasa antara 40-60 kg, sedangkan berat badan betina dewasa 25-35 kg :

Tinggi badan pada jantan dewasa antara 60 - 65 cm, sedangkan pada betina

dewasa 52 — 60 cm.

-

Domba Ekor Gemuk ini mampu beradaptasi pada kondisi kering dan panas
dimana penyimpanan cadangan makanan dalam tubuh dilakukan dibagian ekor
dan dimanfaatkan apabila diperiukan. Di daerah seperti Sumenep, Pamekasan,
Siubondo, Probolinggo, dan Pasuruan. Wilayah penyebaran tersabut merupakan
daerah pantai dengan curah hujan yang relatif kurang. Lahan-lahan dengan
tanaman rumput yang berukuran pendek yang menjadi kesukaan domba masin
cukup banyak.



Gambar 1.1. Domba Ekor Gemuk Jantan Dewasa

Masa pubertas Domba EG dimulai pada umur 7 bulan. Masa pubertas ini
umumnya dipengaruhi oleh faktor keturunan, ikiim ‘dan makanan. Walaupun

domba EG jantan sudah mencapai pubertas pada umur 6-8 bulan, namun menurut

Sarwono (2002) sebaiknya perkawinan dilakukan setelah mencapai umur 10-18
bulan.

2.2. Tinjauan Tentang Spermatozoa
Spermatozoa terbentuk sebagai hasil transformasi spermatid yang /Maploid.
Selama proses spermatogenesis, materi nukleus spermatid didapatkan

membentuk kepala spermatozoa. Sedangkan sitoplasmanya direduksi dan
berubah menjadi bagian tengah dan ekor. Organel sel kompleks golgi membentuk
kap (tudung) diatas nukleus dan dinamakan akrosom.

Spermatozoa mempunyai struktur yang cukup padat dan tidak mudah
terdispersi kecuali membran plasma (Polakoski dan Zeneveld, 1996). Bila terjadi
reaksi akrosom membran plasma lepas dan hilang dari permukaan anterior
kromosom. Kejadian tersebut dilkuti dengan pelepasan enzim di akrosom sedikit
demi sedikit {Gamer and Hafez, 2000).

Akrosom mempunyal peranan yang sangat penting, karena mengandung
enzim yang esensial untuk proses fertilisasi. Enzim-enzim tersebut antara lain
hialuronidase, akrosin, enzim penetrasi korona (CPE), neuromidase, ATF-ase,
fosfatase, asparati amidase dan glukoronidase (Folakoski and Zeneveld. 1586).
Hialuronidase, berfungsi untuk mendispersikan kumulus ooforus (lapisan terluar



dari ovum), enzim penetrasi korona (CPE), berfungsi dalam proses penembusan
sparmatozoa pada Korona radiata, sehingga korona radiata akan hancur, Akrosin
berfungsi dalam proses penembusan spermatozoa melalui zona pelusida, ATF-
ase mempengaruhi akrosom untuk mengadakan kapasitasi, Glukoronidase,
berfungsi untuk memecah tetrasakarida yang dihasilkan oleh enzim hialuronidase
dari asam hialuronat. Enzim fosfatase dan amidase belum diketahui fungsinya.
Dari ke tujuh enzim tersebut maka yang mepunyai fungsi penting dalam
menembus lapisan yang ada di ovum adalah @ hialuronidase, CPE dan akrosin
(Hafez 2002). Pada proses pembekuan spermatozoa ketiga enzim tersebut
mengalami gangguan atau kerusakan dan menjadi tidak aktif. menurut Chang et al
(2002) gangguan akibal proses pembekuan fersebut dapat mencapai 45-55%

Kerusakan tersebut terutama dialami oleh akrosin dalam menembus zona pelusida
. dar sel telur.

2.3. Fungsi Spermatozoa

Dalam hal kemampuan spermatozoa pada proses fertilisasi maka
spermatozoa pada dasarnya mempunyai beberapa fungsi yang harus dipenuhi,
antara lain . migrasi pengikatan dan penetrasi. Pertama tentang migrasi,
spermatozoa mulai bergerak didalam epididimis, selama transportasi spermatozoa
dengan menggunakan ATP sebagai sumber ulama untuk bergerak maupun
keperluan biosintesis. Energi spermatozoa terutama berasal dari proses glikolisis.
ATP merupakan energi utama uniuk menggerakkan flagella spermatozoa dan
telah dibuktikan adanya korelasi, antara prosentase spermatozoa yang
mempunyai motilitas sangat baik dengan konsentrasi ATP. Dalam perjalanan
spermatozoa memperiihatkan berbagai sifat pergerakan, sehubungan dengan
media lingkungan yang dilewatl, Spermatozoa dalam tubull seminiferi tidak
menur;ikkan pergerakan, baru dalam epididimis ini spermatozoa akan mengalami
pematangan dan mampu bergerak sendiri.

Spermatozoa dalam vagina dihadapkan kemungkinan-kemungkinan yang
lebih membahayakan untuk kehidupan dan pergerakannya. Terutama oleh karena
pH yang asam di vagina (pH 3-4), Pada masa birahi lendir serviks mempunyal pH



7-7.8 yang sesuai untuk spermatozoa, sehingga penetrasi ke dalam lendir serviks
cepat terjadi. Faktor-faktor yang mempengaruhi motilitas spermatozoa, yaitu 1)
kualitas sperma yang ditentukan oleh morfologi spermatozoa, pH dan viskositas,
2) waktu, frekuensi antar ejakulasi, 3) suhu dan 4) radiasi elektromagnetik
(Salisbury, 1998). Transport spermatozoa dalam saluran reproduksi hewan betina
meliputi 3 jenis : a) rapid and short ferm, b) colonizafion dan c) slow release
transportation. Kedua, pengikatan merupakan proses ikatan membran
spermatozoa yang terdin dan ipida.

Kelompok sulfidril pada membran memegang peranan penting, karena
perubahan menjadi disulfida berkaitan dengan maturasi spermatozoa. Perubahan

reaksi antara SH dan S-S5 berpengaruh pada motilitas, metabolisme dan daya
tahan hidup spermatozoa. Lipida pada plasma membran atau plasmalema

berkaitan pula transmisi reseptor biokimia dan luar ke dalam sel spermatozoa.

Selanjutnya plasma membran mengandung (Na", K') ATP-ase yang berfungsi
untuk keseimbangan fungsi pompa Na dan K. ATP-ase mempunyai kriteria untuk
ikatan reseptor, hal ini untuk fasilitas kontak antara spermatozoa dengan bahan
luar. Ketiga, dalam fertilisasi setelah penembusan spermatozoa dalam sitoplasma
sel telur pada akhimya akan terjadi bentukan metafase dan diawali pembelahan
zigot. Kejadian genetik dari kromosom haploid hewan jantan berpasangan dengan
kromosom haploid hewan betina, membentuk kromosom diploid tunggal.

Pada penetrasi di kumulus coforus diperlukan fasilitas dengan melepaskan
hialuronidase. Hialuronidase efektif menghidrolisis kumulus ooforus. Selanjutnya

zona pelusida hanya dapat dihidrolisa oleh enzim proteolitik, yaitu akrosin dan
tidak dapat dengan hialuronidase. Lapisan zona pelusida mempunyai dinding
yang lebih tebal dibandingkan dengan lapisan kumulus ooforus, sehingga
diperiukan daya penetrasi yang lebih kuat. Sedangkan enzim akrosin yang
berfungsi untuk menembus zona pelusida sudah banyak mengalami kerusakan
akibat proses pembekuan. Spermatozoa mencapai zona pelusida awalnya dengan
bagian kepala spermatozoa pada permukaan sel telur, selanjutnya dengan posisi
paraliel. Selama penetrasi di seluruh zona pelusida dan masuk ke subzona
(penviteling) dalam waktu beberapa menit.



2.4. Tinjauan Tentang Akrosin
Pada testis mamalia (termasuk domba) terdapal spermatozoa yg
mengandung beberapa sistem enzim, salah satu satunya adalah proacrosin yg
berfungsi mengaktifkan akrosin dan memegang peranan penting dalam fertilisasi
terulama dalam penetrasi zona pelusida sel telur. Akrosin disebul juga enzim

profteinase didapatkan pada akrosom dan spermatozoa.  Enzin ini sangat penting
untuk proses hidrolisa zona pelusida (ZP) (Adel A. Zalata, ef al. 2004). Adanya

Oxidative tress {O5) menyebabkan terjadinya penurunan aktifitas akrosin. Enzim
ini berasal dari proakrosin dan menjadi akrosin dengan bantuan a serine
proteinase sehingga menjadi enzim yg aktif dan berfungsi dalam penetrasi zona

pelusida (ZP) pada sel telur (ovum) saat terjadinya fertii sasi pada mahkluk
hidup (hewan). Kehadiran inhibifor akrosin mengindikasikan fungsi penting dari

akrosin dalam interaksi sperm-egg pada penetrasi zona pelusida (£F), dan ini
bersifat spesies spesifik (Aditi, ef al 2000), Pada ovum terdapat 3 lapisan yaitu
kumulus cophorus, korona radiata dan zona pelusida. Enzim akrosin yang terdapat
pada akrosomal sperma sangat penting untuk proses fertilisasi, hal ini
ditunjukan dengan penetrasi sperma ke dalam zona pelusida (ZF) dari ovum saat
terjadinya fertilisasi. Peran karbohidrat sebagai signals dalam pertemuan sel
sperma dengan sel telur, disamping itu untuk mengetahui sperma yang
terkapasitasi maupun tidak terkapasitasi dalam menembus zona pelusida (ZF)
secara  in-vitro. Fungsi akrosin, proakrosin = dan akrosin inhibitor dalam
penembusan zona pelusida sel telur terjadi saat reaksi kapasitasi. Akrosin yg
disebut juga acrosomal serine profease disintesa dari proakrosin dan menjadi
enzim yang aktif dalam proses fertilisasi (Edda, TP. 1999).

Akrosin  yg. dihasilkan oleh akrosom dari spermatozoa  sangat
berpengaruh terhadap penetrasi spermatozoa pada zona pelusida (ZF) dan sel
telur atau (ovum). Aktivasi akrosin dan plasminogen sebagai enzim proteolittk
pada spermatozoa domba sangat penting untuk menginduksi reaksi akrosom
serta penetrasi spermatozoa kedalam sel telur {oosit). Vitamin A juga merupakan
aktifator dari aktifitas akrosin dan plasminogen. Kejadian reaksi akrosom dan
masing-masing daerah epididymis setelah kapasitasi bertujuan uniuk penetrasi



sel telur (ovum) pada domba (Zerves ef al. 2005). Faktor-faktor yang berhubungan
dengan aktifitas akrosin pada spermatozoa dapat dipakei untuk evaluasi
kesuburan pada hewan jantan. Pada proses kapasitasi menyebabkan terjadinya
reaksi akrosom yang merupakan perubahan struktur yang luar biasa pada bagian

anterior dari kepala spermatozoa yang nampaknya perlu bagi fertilisasi pada
hewan mamalia (termasuk domba). Hal ini memungkinkan pelepasan enzim
akrosin dar organal seperti kantong sehingga dapalt membaniu penetrasi
khususnya pada zona pelusida (£F) dan sel telur,

Inhibitor akroakrosin yg disebut juga proteinase inhibitor dapal diisolasi
dari seminal plasma. Kecepatan akfivasi akrosin secara alamiah dipengaruhi
oleh keberadaan inhibitor pada reaksi akrosomal. Disamping itu Oxidative Stress
(05) menyebabkan terjadinya imbalance antara Reactive Oxygen Spesies (ROS)
dengan antioxidant. Hal ini ekan menyebabkan terjadinya penurunan aktifitas
akrosin. Akrosin berperan sangat penting pada penembusan lapisan ketiga dari

dinding sel telur (ovum). Lapisan ini disebut zona pelusida dan merupakan lapisan
I yang paling tebal dan kuat di banding kedua lapisan yang lain yaitu kumulus
oophorus dan korona radiata (Adel ef al. 2004).

Kadar yang rendah dan akrosin  akan menyebabkan subfertilitas dan
infertilitas pada ternak. Spermatozoa yang terkapasitasi mempunyai daya tembus
terhadap zona peluzida (ZF) lebih baik dari pada yg tidak terkapasitasi pada saat
ferfilizasi. Aktivitas pelepasan akrosin dari proakrosin pada sperma membutuhkan
waktu inkubasi 2-4 jam yang ditandai dengan pematangan sel sperma atau
disebut reaksi kapasitasi (William el af 2001). Aktifitas akrosin dipengaruhi cleh
konsentrasi sperma, motilitas sperma dan morfolologi sperma. enzim akrosin
menyebabkan lerfadinya fusi antara membran akrosom luar dengan membran

plasma sehingga terbentuk pori-pori dengan demikian enzim akrosom dapat
keluar dan menghidrolisa lapisan yg menyelimuti ovum (sel telur). Kapasitasi
merupakan perubahan fisiologi yang dapat meningkatkan motilitas dan
kemampuan spermatozoa untuk melepaskan enzim akrosin dan bagian akrosom

di kepalanya sehingga mampu menembus dinding sel telur yaitu zona pelusida
(ZP) (Rosatti et al. 2003).
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2.5. Uraian Tentang Fertilisasi

Fertilisasi merupakan persatuan gamel jantan (spermatozoa) dengan gamet
betina (owvum) yang akan membentuk zigot | Gilbert, 1988, Hafez, 2002)
Spermatozoa mamalia secara alami dapat membuahi ovum atau sel telur apabila
telah berada dalam trakius genitalis selama bebarapa saat, hal tersebut diperlukan
karena di sini spermatozoa mengalami reaksi kapasitasi. Proses kapasilasi

tersebut terjadi di dalam uterus dan tahap kedua berlangsung di tuba falopii. Para

ahli menduga bahwa proses ftersebut berlangsung karena terjadi kontak
spermatozoa dengan cairan folikel yang dikeluarkan pada saat ovulasi dank arena
adanya cAMP (Suhana, dkk. 2002). Terdapat 4 kegiatan selama ferdilisasi antara
lain : 1) kontak, pengenalan spermatozoa dan sel telur merupakan kontrol kualitas
(spesies yang sama), 2) regulasi penetrasi spermatozoa pada sel telur merupakan
kontrol kuantitas (hanya 1 sel spermatozoa), 3) fusi matenal genetik spermatozoa

dan sel telur, dan 4) aktivasi metabolisme sel telur, awal mulai membelah (Gilbert,
1998),

Pada sparmatozoa mamalia reaksi akrosom didahului oleh reaksi kapasitasi,
Dalam proses kapasitasi terjadi pelepasan inhibitor proleinase dan proses ini



merupakan hal yang penting sekall karena inhibitor tersebut bila tidak dilepaskan
akan menghambat kerja enzim proteinase yang terdapat didalam akrosom. Dari
penelitian yang telah dilakukan pada babi, diduga bahwa permukaan ovum
diselimuti oleh reseptor yang konfigurasinya berkomplemen dengan molekul yang
menyelimuti permukaan membran spermatozoa. Keduanya diberi nama fertilisin

* dan antifertilisin, penelitian berikutnya menduga bahwa bahan ini diketemukan
dalam beberapa filum.

Reaksi ferfilisin-antifertilisin merupakan tahap penting dalam proses
fertilisasi. Reaksi tersebut diduga merupakan proses pendahuluan dar reaksi
akrosom dan berfungsi untuk menempelkan kepala spermatozoa pada permukaan
ovum supaya reaksi selanjuinya dapat tengadi (Suhana dkk. 2002}, Menurut
beberapa ahli reaksi akrosom terjadi sebelum atau segera setelah kepala
spermatozoa menempel pada ovum. Pada reaksi ini terjadi fusi antara membran

akrosom |uar dengan membran plasma sehingga terbentuk pori-pon, dengan
demikian enzim akrosom dapat keluar dan menghidrolisis lapisan-lapisan yang

menyelimuti ovum.

2.6. Kapasitasi dan Reaksi Akrosom

Kapasitasi dan reaksi akrosom adalah dua proses yang sangat findamental
dalam proses fertilisasi. Secara fisioclogis kapasitasi dan reaksi akrosom terjadi
didalam saluran kelamin befina (Baldi ef al, 2000) dan pada saat ini peristiwa
kapasitasi dan reaksi akrosom dapat dilakukan dalam sistem kultur in vitro dengan
cara inkubasi dengan medium yang spesifik (Harrison and Gadella, 2002; Gordon,
2000). Kapasitasi adalah suatu komplek reaksi biokimia dan fisiologis. Selama
kapasitasi tenjadi modifikasi dan karakterisasi membran, aktivitas enzim dan sifat
motilitas spermatozoa (Baldi ef al 2000), terjadi perubahan pola motilitas yartu
hiperraktivasi dani spermatozoa (Gordon, 2000). Pada saat kapasitasi secara
molekuler terjadi modifikasi kalsium ion intraseluler dan ion-ion lainnya, perubahan
ipid dan fosfolipid membran, perubahan fosforilasi protein dan  aklivitas
proteinkinase. Teradi 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
kolesterol dari membran plasma. Keluamya kolesterol merangsang perubahan
gsusunan lipid membran yang pada akhirmya meningkatkan permeabilitas membran
terhadap Ca ***, HCOy, K'. Tingginya konsentrasi ion-ion intraseluler akan
merangsang leradinya reaksi akrosom. Komponen yang dapat merangsang
kapasitasi adalah bicarbonat (CO;) yang akan berperan dalam pembentukan
adenyl cyclase yang akan menambah konsentrasi c-AMP mengaktifkan protein
kinase A-dependent protein phosphorylasi cascade yang dapat mengubah
susunan lipid pada membran plasma spermatozoa (Harrison and Gadella, 2002).

Reaksi akrosom secara fisiologis tergantung dan interaksi spermatozoa
dengan protein dari zona pelusida yaitu ZFs Proses ini dikuti dengan pelepasan
beberapa enzim akrosom dan bahan-bahan lain yang memberi fasilitas penting
untuk terjadinya penetrasi spermatozoa dalam rona pelusida dan berpindahnya
molekul-nolekul pada segmen equatornial spermatozoa yang dilkuti dengan fusi dari
membran spermatozoa dengan oolema dari oosit. Mekanisme berpindahnya
- molekul-nolekul tersebut dan sinyal tranduksi mendorong terjadinya proses
kapasitasi dan reaksi akrosom dan adanya perubahan kadar kalsium ion

intraseluler dan ion-ion lain serta adanya transfer lipid dan fosfolipid. Serta aktifasi
fosfolipase, aktifasi fosforilasi protein dan aktifasi protein kinase (Baldi et al. 2000).
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BAB Il
TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

3.1, Tujuan Penelitian

1. Untuk mengetahui suplementasi enzim o senne profease (akrosin) pada
spermatozoa domba EG (Ekor Gemuk) terhadap peningkatkan kualitas dan

potensi spermatozoa.
2. Untuk mengetahui pengaruh suplementasi enzim a serine prolease (akrosin)
pada spermatozoa domba EG terhadap peningkatan fertilisasi in-vitro.

3.2. Manfaat Penelitian
1. Memanfaatkan enzim a serine protease (akrosin) pada spermatozoa domba EG
sebagai media kapasitasi spermatozoa pada proses fertilisasi
2. Enzim a senne profease (akrosin) dapat mempertahankan kualitas spermatozoa

domba EG sehingga dapat digunakan untuk meningkatkan kualitas dan potensi
sparmatozoa

3. Enzim a serine protease (akrosin) yang diisclasi sebagai bahan (produk) bioakiif
dapat digunakan untuk perbaikan fertiitas ternak domba sehingga dapat
meningkatkan populasi melalui fransfer embrio.

3.3. Luaran
Penelitian ini diharapkan dipublikasikan pada Jurnal limiah Nasional serta

sebagai Bahan Ajar bagi mahasiswa semester VIl Fakultas Kedokteran Hewan
Unair
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BAB IV
METODE PENELITIAN

Pada penelitian suplementasi akrosin spermatozoa domba ekor gemuk
terhadap potensi biclogis spermatozoa hasil sentrifugasi, dilakukan pemeriksaan
terhadap spermatozoa yang meliputi - motilitas, wiabilitas, membran plasma utub
spermatozoa (MPLU), tudung akrosom utuh (TAU) (penelitian tahun pertama), kapasitasi
dar, reaksi akrosom. Fertilisasi in-vitro dilakukan dengan spermatozoa yang sudah
disuplementasi akrosin maupun tanpa akrosin dan  dilihat angka keberhasilan
ferlilisasinya (penelitian tahun kedua).

3.1. Tempat dan Waktu Panelitian
Penelitian ini berdangsung 2 bulan, dan dilakukan di 3 tempat, yaitu aplikasi
isolat akrosin pada potensi biologis spermatozoa domba hasil sentrifugasi
dilakukan di laboratorium kemajiran FKH Unair. Ferilisasi in-vitro dilakukan di

Laboratorum In-Vitro Fakultas Kedokteran Hewan Unair, pemeriksaan kapasitasi
dan reaksi akrosom di lab. Intstitut Tropical Disease (ITD) Unair.

3.2. Penelitian suplementasi akrosin terhadap potensi dan kualitas spermatozoa
dilanjutkan dengan fertilisasi in-vitro
Pada penelitian suplementasi akrosin terhadap potensi  biclogis

sperma.ozoa adalah untuk mengetahui peran akrosin pada spermatozoa domba
ekor gemuk terhadap persentase motilitas, viabilitas, membran plasma utuh

(MPLU), tudung akrosom utuh {TAU), kapasitasi, reaksi akrosom spermatozoa hasil
sentrifugasi. Fertilisasi in-vitro dilakukan dengan dan tanpa suplementasi akrosin
kemudian dilihat angka keberhasilan fertilisasinya.

3.2.1. Rancangan Penelitian

Penelitian ini termasuk penelitian eksperimental laboratorik. Suplementas:
enzim profeinase (akrosin) dan waktu inkubasi dengan menggunakan faklorial 4

x 2. Faktor yang digunakan dalam penelitian ini terdin dan 2 faktor yaitu :



pemberian medium dan waktu inkubasi. Faktor pemberian medium (A) terdin dan
4 taraf yaitu pemberian medium BO, akrosin 3,0 pgram, 4.5 pgram dan 6.0
pgram. Sedangkan faktor inkubasi (B) terdiri dari 2 taraf yaitu waktu inkubasi 30
menit dan 60 menit. Masing-masing perlakuan terdiri dari 5 ulangan.

Skema rancangan peneltian: peran enzim a senne profease (akrosin) pada

spermatozoa domba ekor gemuk terhadap potensi biologis spermatozoa dan
fertilisasi in-vitro

" Perlakuan Media Hasil pengamﬁt:ﬁ potensi spermatozoa
Sperma dan fertilisasi in vitro
30 menit 60 menit
Spz + BO O E————
| Sentrifugasi | Spz+BO+ Akr 30| ... |
| HG -
Spz +BO+ Akr 4.5
H3 =
Spz +BO+ Akr B0 | e | s
Hg -
Keterangan :
Spz : Spermatozoa
BO : Brackett and Olliphant
Akr : Enzim a serine protainasae/akrosin
3.2.2. Bahan Dan Alat Penelitian

3.2.2.1. Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan adalah enzim akrosin dari spermatozoa domba
ekor gemuk (EG) hasil elusi, semen domba yang ditampung dar domba EG
dalam kondisi sehat dan mempunyai libido tinggi, larutan hipoosmotik 0,032 M
(7,35 g Natrium sitrat 2H20, 13,52 g fruktosa yang dilarutkan ke dalam 1 liter
akuades), formalin, eosin negrosin, NaCl 3%, NaCl fisiologis, pewarnaan
Chlortetracyclin (CTC) terdiri dari : (CTC Fixative, DABCO, asam trikloroasetat

20%, HCI 1N, Natrium thicbarbiturat 1%). nitrogen cair, agg yolk sirat
pewamaan FITC (Fluorescen Iso Thio Cyanate) |, media maturasi

(TCM;ge=Culture Medium  +S5E=Serum  Estrus), metda
fertilisasi{ TCMige. Tissue Culture Medium+FCS=Foetal Calf Serum), media BO

Tissue
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(Brackett and Olliphant), media pencuci cosit (OWS= Oocyte Washing

Solution) dan media kapasitasi spermatozoa (EBSS = Early Balanced Salt
Solution)

3.2.2.2. Alat-alat Penelitian

Alat yang digunakan adalah tabung berskala, tabung sentrifus, alat
sentrifus, gelas objek, gelas penutup, inkubator anaerob, mikroskop fase
kontras, mikroskop epifiuoresen, spektrofotometer, container straw, straw
domba EG, cawan petri, spuit dan jarum suntik 18G, laminar floor, lemari es,

water bath, timbangan analitik, pH meter, pengaduk magnetk, eppendarf, pipet
eppendorf, foto digital.
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3.2.3. Kerangka Operasional Penelitian : Uji akrosin terhadap kualitas dan potensi
biologis spermatozoa hasil sentrifugasi serta fertilisasi in-vitro

ﬂ m—- gmuy ‘l %ﬂlﬂg

'.rl:ahllﬂ:as membran pllumt
utuh, tudung akrosom utuh,

i::.pash:si dan reaksi
akrosom spermatozoa

ot 10" Spz -

Straw (3x10" Spz) +BO+Akrosin 3,0 pgr
Straw (3x10° Spz) +BO+Akrosin 4,5 pgr
Straw (3x10° Spz) +BO+Akrosin 6,0 pgr

Inkubasi 10 menit & 60
menit pada suhu Kamar
{Thawing)

'.I'iahilihs ﬂ-p-nhnﬂﬂ!nl
Membran plasma utuh (MPU)
Tudung akrosom utuh [TAL)

Hapasitasi spermatozoa
Roaksi akrosom spearmatozon

PEMELITIAN TAHUN KE 1

3.2.4. Tahapan Penelitian

3.2.4.1. Penampungan semen

Semen dari domba EG pejantan ditampung dengan menggunakan
vagina buatan yang dilengkapi dengan tabung gelas penampung berskala.
Vagina buatan disiapkan dengan memasang kedua selubung dan alat

penampung yang telah disterilkan, sedangkan ruangan antara selubung luar
dan dalam diisi dengan air hangat yang bersuhu 45°C dengan tujuan member



suhu terhadap selubung dalam sebesar 42-43°C dan sepertiga bagian depan
selibung dalam vagina buatan diclesi vaselin. Selanjutnya pejantan dibern
rangsangan dengan betina pemancing kemudian dilakukan penampungan

semen. Segera setelah penampungan, semen dibawa ke |aboratorium untuk
diperiksa.

3.2.4.2 Pemeriksaan kualitas semen segar dan pemeriksaan semen setelah
sentrifugasi yang akan digunakan untuk suplementasi

Pemeriksaan kualitas semen segar dilakukan secepat mungkin setelah
penampungan. Pemeriksaan kualtas semen segar terdini dari pemerksaan
makroskopis dan mikroskopis. Pemeriksaan makroskopis meliputi | volume,

warna, pH, bau dan konsistensi. Pemernksaan mikroskopis meliputi | konsentrasi
spermatozoa, persentase motilitas spermatozoa yang progresif, motilitas massa,
persentase viabilitas spermatozoa, membran plasma utuh (MPU) dan tudung

akrosom utuh (TAU), kapasitasi dan reaksi akrosom. Pemeriksaan kualitas
semen setelah sentrifugasi meliputi persentase motilitas spermatozoa yang
progresif, viabilitas spermatozoa, membran plasma utuh (MPU), tudung akrosom

utuh (TAU), kapasitasi dan reaksi akrosom.

3.2.4.3. Perlakuan Semen Setelah Sentrifugasi

Semen yang berkualitas baik, sebanyak 0,5 ml kemudian ditambah
medium BO sebanyak 1 ml dan dilakukan sentrifugasi dengan kecepatan 1800
rpm selama 10 menit. Endapan (pellet) diambil dengan spuit, dimasukkan ke
dalam tabung, kemudian dihitung sebanyak 3 x 10 ® spermatozoa untuk diben
perlakuan. Spermmatozoa hasil sentrifugasi masing-masing dibagi 4 yaitu tabung
| diisi dengan spermatozoa dan medium BO, tabung Il diisi dengan
spermatozoa, medium BO dan akrosin 3,0 pg, tabung Il disi dengan
spermatozoa, medium BO dan akrosin 4,5 pg, tabung IV diisi dengan
spermatozoa, medium BO dan akrosin 6,0 pg. Selanjutnya dilakukan inkubasi
30 menit dan 60 menit pada suhu kamar. Suspensi spermatozoa diambil
dengan spuit kemudian dilakukan pemeriksaan motilitas spermatozoa, viabilitas
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spermatozoa dan membran plasma utuh spermatozoa, tudung akrosom utuh,
kapasitasi dan fertilisasi in-vitro.

3.2.4.4. Metode Pemeriksaan Makroskopis dan Mikroskopis Spermatozoa
a. Pemeriksaan Makroskopis meliputi :

1.

Volume ;. volume semen yang tertampung dapat dibaca langsung pada
tabung penampung yang berskala

Wama : wama semen diperiksa dengan pengamatan secara langsung
sesaat setelah penampungan

3. Bau : bau semen tergantung dari jenis hewannya (spesifik)

4. Konsistensi : konsistensi atau derajat kekentalan dipenksa dengan

menggoyangkan atau memiringkan tabung yang bernsi semen secara
perlahan-lahan sehingga terlihat gerakan di dalam tabung, apabila gerakan
lambat diartikan sebagai semen yang mempunyal Konsistensi kental,

sedangka jika gerakan cepat diarikan semen mempunyai konsistensi
ancar.

pH (Derajat Keasaman) : pengkuran pH semen dilakukan dengan
menggunakan kertas lakmus segera setelah penampungan dan dicocokkan
dengan standar yang ada

b. Pemeriksaan Mikroskopis meliputi :
1. Motilitas Spermatozoa

Sebanyak 10 pl suspensi semen, diencerkan dengan Na CI
fisiologis kemudian diteteskan pada gelas obyek yang terdapat lekukan
ditengahnya, kemudian ditutup dengan gelas penutup dan diamati berapa
banyak spermatozoca yang bergerak progresif (maju ke depan) dengan
menggunakan mikroskop dengan perbesaran 400x. Pemeriksaan dilakukan
pada suhu kamar agar spermatozoa mempunyai pergerakan yang optimal.
Motilitas spermatozoa ditentukan dengan menghitung pergerakan
spermatozoa yang maotil (progresif) dan non motil sampal sebanyak 100
spermatozoa, Motilitas spermatozoa dibagi menjadi 4 knteria yaitu
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bergerak maju kedepan, bergerak mundur, bergerak berputar atau ditermpat
dan tidak bargerak.

Z. Motilitas Massa
Sebanyak 10 pl suspensi semen diteteskan pada gelas obyek
kemudian ditutup dengan getas penutup dan diamati dengan menggunakan
mikroskop dengan perbesaran 400x. Pemeriksaan dilakukan pada subu
kamar agar spermmatozoa mempunyai pergerakan yang optimal motilitas
massa diamati berdasarkan gerakan spermatozoa dalam suatu kelompok
yang mempunyai kecenderungan untuk bergerak bersama-sama ke satu
arah yang merupakan gelombang-gelombang yang tebal dan tipis, bergerak
cepat atau lambat tergantung dari konsentrasi dan aktifitas hidup di
dalamnya, Penilaian motilitas massa dibagi menjadi 4 kriteria yailu
a. Sangat baik (+++) | merupakan gelombang kecil sampai besar yang tebal
dan gelap dalam jumlah banyak dan bergerak cepat
b. Baik (++) - merupakan gelombang tipis, jarang dan gerakannya lamban
e. Sedang (+) : tidak terlihat gelombang, spermatozoa sendiri-sendiri
d. Buruk (0) atau N : hanya sedikit atau tidak ada sama sekali gerakan
individu

3. Konsentrasi
Penentuan konsentrasi spermatozoa diukur dengan menggunakan
Haemocytometer Thoma dengan cara kerja sebagai berikut :
Pipet entrosit diisi dengan cairan semen sampai tanda 0,5 NaCl 3% yang
ditambah ecsin dihisap sampal tanda 101 pada pipet Kemudian dikocok
sampai homogen dan beberapa tetes dibuang. Satu tetes ditempatkan pada

cover thoma, dihitung jumlah spermatozoa dalam 4 kotak besar yang
membentuk diagonal dan satu kotak yang lain.
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Viabilitas Spermatozoa

Spermatozoa yang mati permeabilitas membran selnya meningkat,
sehingga spermatozoa yang mati akan menyerap wama dari zat wama
yang dipakai, sedang spermatozoa yang hidup tetap jemih. Semen segar
diteteskan pada gelas obyek ditambahkan eosin negrosin dicampur sampai
homogen dan dibuat preparat ulas, dikeringkan diatas nyala api dengan
cepat. Hasil ulasan diamati dengan mikroskop fase kontras pembesaran
400x. Dihitung jumlah spermatozoa yang mati dan yang hidup dalam 3 kal
perhitungan dalam 100 spermatozoa.

5. Pengujian Membran Plasma Spermatozoa dengan Hipoosmotic Swelling

Test (HOST)

Spermatozoa dengan membran plasma utuh ditandai dengan ekor
spermatozoa yang melingkar karena membran plasma spermatozoa masih
berfungsi dengan baik dalam penyerapan air pada lingkungan yang bersifat
hipotonik. Spermatozoa yang membrannya rusak ditandai dengan ekor yang
lurus. Sebanyak 1 mi larutan hipoosmotic (7,35 gram Na sitrat 2 H20, 13 52
gram fruktosa dilarutkan dalam 1000 ml akuades) ditambah dengan 0,1 ml
spermatozoa, kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 30 menit diamali
dengan perbesaran 400x.

Pengujian Keutuhan Tudung Akrosom Spermatozoa

Sebanyak 0,9 gram NaCl dilarutkan dengan aguabidestilata sampai
100 mil, Kemudian 1 ml formalin ditambahkan ke dalam 88 ml larutan NaCl

fisiologis dan dikocok sampai homogen. Satu bagian semen dicampurkan
dengan tiga bagian campuran larutan NaCl fisiologis dan formalin dan
didiamkan sekitar 3 menit. Selanjutnya dibuat preparat ulas pada gelas
obyek dan ditutup gelas penutup. Spermatozoa di periksa dibawah
mikroskop fase kontras dengan pembesaran 400x. Penilaian dilakukan
dengan menghitung proporsi spermatozoa dengan tudung akrosom utuh
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dalam 100 spermatozoa. Spermatozoa yang memiliki tudung akrosom utuh
ditandai oleh adanya tudung akrosom yang berwama hitam,

7. Pengujian Terhadap Kapasitasi dan Reaksi Akrosom
Pengamatan kapasitasi dan reaksi akrosom dengan pewarnaan
Chfor Tetracycline (CTC). Sebanyak 45 ul larutan pewarna CTC dimasukkan
dalam tabung eppendori kapasitas 1,5 ml yang ditutup dengan aluminium
foil, digoyang 2-3 detik lalu ditambah 8 pl CTC fiksatf dan dilakukan
homogenasi selama 10 detik, larutan tersebut diambil 10 pl dan ditempatkan
pada gelas obyek, kemudian ditambahkan 10 pyl DABCO, dicampur
kemudian ditutup dengan gelas penutup, selanjutnya ditutup dengan kertas
tissue yang tebal dan ditekan secara han-hati, selanjuinya tepi gelas
penutup ditutup dengan cutex. Preparat diperiksa dengan mikroskop
fluoresen dengan perbesaran 1000x. Gambaran yang tampak adalah
e. Kepala spermatozoa seluruhnya berfluoresen adalah spermatozoa yang
tidak mengalami kapasitasi
f. Kepala spermatozoa separuh bagian atas berfluoresen adalah
spermatozoa yang mengalami kapasitasi
0. Kepala sparmatozoa tidak barfluoresen dan hanya bagian equatorial yang
baerfluoresen adalah sparmatozoa yang mengalami reaksi akrosom

3.2.5. Variabel Penelitian
Varabel bebas ! lama inkubasi, dosis akrosin
Vaiabel tergantung : persentase motilitas spermatozoa yang progresif, viabilitas
spermatozoa, membran plasma utuh (MPU) spermatozoa,
tudung akrosom utuh (TAL), kapasitasi, reaksi akrosom,
dan angka fertilisasi in-vitro.
Variabel kendali : kecepatan dan lama sentrifugasi. medium, kualitas semen



3.2.6. Definisi Operasional Penelitian :

3.2.7.

Motilitas spermatozoa | spemmatozoa yang bergerak aktif ke depan dalam
satu lapang pandang

Viabilitas spermatozoa @ spermatozoa yang hidup pada bagian kepala
spermatozoa dengan pewarnaan eosin negrosin akan berwvarma jernih

Membran plasma utuh (MPU) spermatozoa ; persentase jumlah spermatozoa
yang memilki membran plasma utuh yang ditandai dengan adanya
pembengkakkan pada kepala spermatozoa dan adanya ekor yang melingkar
yang divji dengan teknik Hypoosmolik Swelling Test (HOST)

. Tudung akrosom utuh (TALU) : tudung akrosom utuh pada spermatozoa

ditandai dengan adanya bagian tudung berwama hitam
Kapasitasi spermatozoa @ perubahan membran spematozoa melibatkan
perubahan metabolisme dan influk Ca®+ dan mempersiapkan terjadinya

reaksi akrosom, Spermatozoa yang terkapasitasi ditandai dengan baglan
akrosom berflucrasan

Reaksi akrosom : perubahan yang melibatkan fusi antara membran plasma
dan membran akrosom luar spermatozoa dan  pelepasan  enzim
hyaluronidase dan akrosin sehingga membran spermatozoa menjadi tidak

stabil dan tYidak ada Ca®+. Spermatozoa yang telah mengalami reaksi
akrosom ditandai dengan bagian equatonal berflucresen

Analisa Data

Data persentase motilitas, viabilitas, persentase membran plasma utuh

(MPU) spermatozoa, tudung akrosom utuh (TAU), kapasitasi, reaksi akrosom
dan angka keberhasilan fertilisasi diuji dengan Anava pada tingkat kepercayaan
5%, bilamana terdapat perbedaan yang nyata(p<0,05) dilanjutkan dengan Uji
ENJ (Beda Nyata Jujur)
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BAB YV
HASIL PENELITIAN

Semen beku yang dijadikan sebagai sampel penelitian untuk disuplementasi
akrosin memiliki kriteria sebagaimana semen yang layak untuk dipakai sebagai
inseminasi buatan pada doemba EG yang diproduksi oleh BIB Singosari, yaitu berwarna
putih kekurningan, pH 6-7, motilitas massa 2* sampai dengan 3°, motilitas individu
spermatozoa = 65% (BIB Singosari 2009). Data selengkapnya tertera pada Tabel 5.1 di
bawah ini :

Tabel 5.1. Karakteristik samen beku Domba EG setelah dithawing

Jenis domba . Domba (EG) Kode produksi : HO55/2011
Mama domba *Raihan Asal semen beku : BIB Singosari Malang

Pemeriksaan makroskopis dan mikroskopis pada semen beku Domba EG sefelah
dithawing

Parameter Rata-rata £ SD
Warna e Puhllliéiunmgm
Konsistens: Sed ang
£ P 6,56
Volume (ml) 0,25
Mﬂ[ﬂi:tﬂ-:ﬁ Mﬂﬁﬁ-’ﬂ a 7 - 37
Motilitas Individu (%) 68,43 + 4,68 -
Viabilitas {%) 75,21 + 4,11 -
Abnormal (%) 9,74 +1,13 -
Integritas Membran 45,87 £ 6,56 T
_Shatus Kapasitasi 79,10 £7,55
| Reaksi Akrosom 10,06 + 2,95
| Non Kapasitasi 20,80 +7 55 |

Derajat keasaman (pH) berperan menentukan status kehidupan spermatozoa di
dalam semen. Rataan pH semen segar domba yang dipercleh dari penelitian ini adalah
8§,56. Nilai pH tersebut berada dalam kisaran pH normal, seperti dinyatakan oleh Gamer
dan Hafez (2000) bahwa domba memiliki pH berkisar antara 5,9 -7 3.
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Gambar 5.1.1. Pemeriksaan semen beku domba setelah dilakukan thawing (pencairan)

Rataan persentase motilitas spermatozoa Domba EG dari penelitian ini adalah 68,43 +
4,68. Mctilitas spermatozea ini menunjukkan lebih tinggi dibandingkan yang dilaporkan
Tambing, dkk.(2000) bahwa motilitas spermatozoa Domba EG adalah 64,29 £ 2,70 %,

akan tetapi sedikit lebih rendah dari yang dilaporkan Wicaksono (1889) bahwa motilitas
spermatozoa domba adalah 77.868+2 61%.

Gambar 5.1.2. SBuplementasi (penambahan) akrosin BM 43 kD pada spermatozoa
domba

Rataan persentase integritas membran spermatozoa domba dari penelitian ini
adalah 4587 + 6,56%. Hasil ini lebih rendah dibandingkan yang dilaporkan Isnaini



(2006) bahwa integritas membran Domba EG adalah 62,33 + 366 %. Penurunan
Kualitas spermatozoa dapat terjadl karena faktor biologi maupun karena pengaruh
faktor prosesing semen.

Hasil penelitian kapasitasi, reaksi akrosom dan non kapasitasi spermatozoa
semen beku setelah dithawing masing-masing adalah 79,10 + 7,55 %, 10,05 + 2 95 %
dan 20,99 £2,88 %. Hasil ini sedikit lebih baik dan yang dilaporkan oleh Zamanti (2003)

bahwa kapasitasi yaitu 24,25 + 0,10 %, reaksi akrosom yaitu 9,83 + 0.14 % dan non
kapasitasi yaitu 64,23 £ 021 %, sedangkan Isnaini (2006) menyatakan bahwa

kapasitasi yaiu 43,75 = 525 %, reaksi akrosom yaitu 3957 + 589 % dan non
kapasitasi yaitu 16,74 + 1,63 %,

5.2.1. Pengaruh Suplementasi Akrosin dan Lama Inkubasi Terhadap Motilitas
Spermatozoa Domba EG

Pengaruh suplementasi akrosin dosis 0; 3,0, 45 serta 60 ug dan lama

inkubasi 30 serta 60 menit terhadap persentase motilitas spermatozoa Domba EG
dapat dilihat pada tabel 5.2. dibawah ini.

Tapel 5.2. Rataan Persentase Motilitas Spermatozoa Domba EG setelan
Suplementasi Akrosin dan Lama Inkubasi

|" Kadar Akrosin | Lama Inkubasi Rerata Motilitas Anova
(pa) (menit) Spermatozoa
| Domba (%) |
30 68,43 + 4 858* Fu 2807
0 80 68,751 6,22 p ;0,008
30 | 6838+357" |
3.0 B0 6859 +847° |Fa :20,105
30 7912+£582° |p :0,000
45 B0 | 76,16+382°
30 6292+ 11,17° | Fura 0,595
B0 60 56,19 %1254 P 0662
Keterangan : notasl yang berbeda pada kolom yang sama, menunjukkan berbeda nyata
(p=0,05)

Tabel 5.2. menunjukkan bahwa perlakuan suplementasi akrosin menghasilkan
rataan persentase motilitas spermatozoa Domba EG berkisar antara 56,19 — 79,12 %.
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Perlakuan dengan konsentrasi akrosin 0; 3,0; 45 dan 6,0 pg masing-masing
menghasilkan rataan persentase motilitas berkisar antara 6675 — 6843 6B 59 —
60,38%; 76,16 — 78,12% dan 56,19 — 62 92%. Hubungan antara suplementasi akrosin

dan motilitas pada berbagai level inkubasi tertera pada gambar 5.2 1.
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Garmbar 5.2.1. Rataan persentase motilitas spermatozoa Domba EG setelah
suplementasi akrosin dengan lama inkubasi yang berbeda

Kombinasi perlakuan suplementasi akrosin dan lama inkubasi menunjukkan
berpengaruh tidak nyata (p>0,05) terhadap rataan persentase motilitas spermatozoa

Domba EG. Efek interaksi antara suplementasi akrosin dan lama inkubasi (keduanya)

menunjukkan berpengaruh tidak nyata (p>0,05) terhadap rataan persentase motilitas
spermatozoa (lampiran 1).
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Gambar 5.2.2. Grafik suplementasi akrosin terhadap motilitas spermatozoa
Keterangan :

=sumbu ahsis (horizontal) . pemberian dosis akrosin
-sumbu ordinat (vertikal) | persentase matilitas spermatozos
-wama biru { — ). pemeriksaan 30 menit

-warna hijau{——) : pemeriksaan 60 menit

Karakteristik perbedaan pengaruh suplementasi akrosin dan lama inkubasi
terhadap rataan persentase motilitas spermatozoa domba dilanjutkan dengan wuj
Honestly Significant Different (HSD) metode Tukey hasil analisis menunjukkan bahwa
perlakuan tanpa akrosin dan perlakuan dengan akrosin 3,0 pgram pada berbagai level
lama inkubasi menunjukkan berpengaruh tidak nyata (p>0,05) terhadap rataan
persentase metilitas spermatozoa Domba EG . Perlakuan dengan konsentrasi akrosin

4,5 dan 6,0 yg pada berbagai lama inkubasi menunjukkan berpengaruh nyats (p<0,05)
terhadap rataan persentase motilitas spermatozoa Domba EG (lampiran 1).

5.2.2. Pengaruh Suplementasi Akrosin dan Lama Inkubasi Terhadap Viabilitas
Spermatozoa Domba EG

Pengaruh suplementasi akrosin dosis 0; 3,0, 4.5 serta 6,0 pg dan lama
inkubasi 30 serta 60 menit terhadap persentase viabilitas spermatozoa Domba EG
dapat dilihat pada tabel 5.3. dibawah ini.
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Tabel 5.2. Rataan Persentase Viabilitas Spermatozoa Domba EG setelah
Suplementasi Akrosin dan Lama Inkubasi

Kadar Akrosin | Lama Inkubasi | Rerata Viabilitas |  Anova
(gl {menit) Spematozoa
Domba (%)
a0 7621+ 4 11 . F. 3968
0 60 T436+425° |p 0,054
30 77442 351° |
3,0 680 7340+ 458" |Fa 32860
! 30 8702+520° |p  :0000
4,5 B0 83,05 + 5,63"
30 67,15 + 11.27° F wres - 0,243
8.0 60 629211117 | P : 0,866

Keterangan - notasi yang berbeda pada kokom yang sama, menunjukkan berbeda nyata

(p<0,05)

Tabel 5.3. menunjukkan bahwa perlakuan suplementasi akrosin menghasilkan
rataan persentase viabilitas spermatozoa Domba EG berkisar antara 62,92 — 87,02%,
Perlakuan dengan konsentrasi akrosin 0; 30, 45 dan 60 pg masing-masing
menghasilkan rataan persentase motilitas berkisar antara 74,36 — 75.21%; 73,40 -
7.44%, 83,05 — B7.02 dan 6292 - 67,15%. Secara deskriptif menunjukkan bahwa
penambahan akrosin sampai 3.0 pgram dapat menaikkan rataan persentase viabilitas
spermatozoa Domba EG. Hubungan antara suplementasi akrosin dan lama inkubasi

terhadap rataan persentase viabilitas spermatozoa Domba EG tertera pada gambar

5.2.3.

cEHEEETIBEE

A0 mt

: ' ~» Persentase viabilitas terlinggi |

&0 it

——  ®30ug

m0ug

B4.5uR
w60 ug

e ey it e
Gambar 5.2 3. Rataan persentase viabilitas spermatozoa Domba EG setelah
suplementasi akrosin dengan lama inkubasi yang berbeda
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Gambar 524, Hasil pengamatan viabilitas spermatozoa Domba EG dengan
mikroskop cahaya phase contras, keterangan - A. spermatozoa
hidup (transparan) dan B. spermatozoa mati (warna ungu)

Spermatozoa yang hidup memiliki membran yang intak (Gambar 5.2.4A),
menyebabkan zat warmna eosin negrosin tidak dapat masuk melewati membran.

Membran berfungsi melindungi organ dalam sel dan sebagai fiter pada
permukaan intraseluler dan ekstraseluler. Spermatozoa yang mati (gambar 5.2.4B)

menunjukkan membran plasmanya rusak. Keadaan ini menyebabkan proses

metabolisme sel terganggu dan permeabilitas membran menjadi sangat tinggi sehingga

zal wama eosin negrosin dapal melewati membran dan berakibat fatal bagi
spermmatozoa (Saili, 1999,
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Gambar 6.2.5. Grafik suplementasi akrosin terhadap viabilitas spermatozoa
Keterangan :

-sumbu absis (horizontal) - pemberian dosis akrosin

-sumbu ordinal (vertikal) | persentase viabilitas spermatozoa
-warna bira {—— )} : pemariksaan 30 manit

-warna hijfau (—) : parmarikzaan 60 menit

Kombinasi periakuan suplementasi akrosin dan lama inkubasi menunjukkan
berpengaruh tidak nyata ( p=0,05) terhadap wiabilitas spermatozoa Domba EG. Efek
utama dan perlakuan suplementasi akrosin, lama inkubasi serta interaksi keduanya
berpengaruh tidak nyata (p=0,05) terhadap rataan persentase viabilitas spermatozoa
Domba EG (lampiran 2).

Karakteristik perbedaan pengaruh suplementasi akrosin dan lama inkubasi
terhadap viabilitas spermatozoa Domba EG dilanjutkan dengan uji HSD (Tukey). Hasil
analisis menunjukkan bahwa perlakuan tanpa akrosin dan perakuan dengan akrosin
3,0 pygram pada berbagai level lama inkubasi menunjukkan berpengaruh tidak nyata
(p=0,05) terhadap rataan persentase viabilitas spermatozoa Domba EG . Perlakuan
dengan konsentrasi akrosin 4,5 dan 6,0 pg pada berbagai lama inkubasi menunjukkan
berpengaruh nyata (p<0,05) terhadap rataan persentase viabilitas spermatozoa Domba
EG (lampiran 2).

Hasil panelitian rataan persentase abnormalitas spermatozoa Domba EG tertera
pada tabel 5.4,



5.2.3. Pengaruh Suplementasi Akrosin dan Lama Inkubasi Terhadap Abnormalitas
Spermatozoa Domba EG
Pengaruh suplementasi akrosin dosis 0; 30, 4,5 serta 60 ug dan lama
inkubasi 30 serta 60 menil terhadap persentase abnommalitas spermatozoa Domba EG
dapat dilihat pada tabel 5.4. dibawah ini.

Tabel 5.4. Rataan Persentase Abnormalitas Spermatozoa Domba EG sete-
lah Suplementasi Akrosin dan Lama Inkubasi

Kadar Akrosin | Lama Inkubasi | Rerata Abnormalitas | Anova
(pg) (menit) Spermatozoa
| Domba (%)
30 9,74 +1,13° Fo 0,028
0 B0 9,85 £ 1,54° p 0,868
30 8,73 + 2,30™
3,0 60 8.42 + 1,63% Fax 3,977
30 8,46 + 1,94" p 0015
| 45 60 829+ 147
§ 30 9,36 + 2,25 Fuas. : 0,044
6,0 [ 60 941 1,81% p  :0987

Keterangan | nolasi yang berbeda pada kolom yang sama, menunjukkan berbeda nyata (p<0,05)

Tabel 5.4. menunjukkan bahwa perlakuan suplementasi akrosin menghasilkan
rataan persentase abnormalitas spermatozoa Domba EG berkisar antara 8,29 — 8 85%,.
Perlakuan dengan konsentrasi akrosin 0; 3,0; 4,5 dan 6,0 masing-masing menghasilkan
rataan persentase moblitas berkisar antara 9.74 —-9.85%; 8,42 - B.73%; 8,29 -8 48 dan
9,36 — 9.41%. Secara deskriptif menunjukkan bahwa penambahan akrosin sampai 3,0
My dapat menurunkan rataan persentase abnormalitas spermatozoa Domba EG.

Hubungan antara suplementasi akrosin dan lama inkubasi ternadap rataan persentase
abnormalitas spermatozoa Domba EG tertera pada gambar 5.6
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Gambear 5.2.6. Rataan persentase abnormalitas spen'nain!n? Domba EG
setelah suplementasi akrosin dengan lama yang berbeda

Hasil pengamatan abnormalitas spermatozea Domba EG dengan pewarnaan
208N negrosin yang diamati pada mikroskop phase contras pembesaran 1000 kali
tertera pada gambar 5.2.7.

Gambar 52.7 Hasil pengamatan abnormalitas spermatozoa Domba EG dengan
mikroskop cahaya, keterangan @ A, Spermatozoa utuh (seluruh -
baglan wbuh spermatozosa sempuma dan berwnrna trangparan)
dan B. spermalazoa abnormal (bagian fubuh tidak normal dengan
formasi ekor tidak sempurna)

il



Kombinasi periakuan suplementasi akrosin dan lama inkubasi menunjukkan
berpengaruh  tidak nyata (p=0,05) terhadap rataan persentazse abnormalitas
spermatozoa Domba EG. Efek utama dari pedakuan suplementasi akrosin
menunjukkan berpengaruh nyata (p=<0.05) terhadap rataan persentase abnormalitas
spermatozoa Domba EG, sedangkan lama inkubasi serta interaksi keduanya

berpengaruh tidak nyata (p=0,05) terhadap rataan persentase abnormalitas Domba EG
{lampiran 3)
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Gambar 5.2.8. Grafik suplementasi akrosin terhadap abnormalitas spermatozoa
Keterangan :

-zumby absis (horizontal) - pemberian dosis akrosin

-sumby ordinal (veriikal) - persertase abnormalitas spematozos

-warma by (—— ) - pemenksaan 30 moni

=wama hifau {—) - pemedksaan 60 monit

Karakteristik perbedaan pengaruh suplementasi akrosin dan lama inkubasi

terhadap abnormalitas spermatozoa Domba EG dilanjutkan dengan uji HSD {Tukey).
Hasil analisis menunjukkan bahwa perlakuan tanpa suplementasi akrosin dan
perlakuan dengan suplementasi akrosin dosis 3,0 dan 6,0 pg pada berbagai lama
inkubasi berpengaruh tidak nyata {p=0,05) terhadap rataan persentase abnormalitas
spermatozoa Domba EG, sedangkan suplementasi akrosin dosis 4,5 Hg pada
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berbagai lama inkubasi berpengaruh nyata (p<005) terhadap rataan persentase
abnormalitas spermatozrea Domba EG (lampiran 3).

5.2.4. Pengaruh Suplementasi Akrosin dan Lama Inkubasi Terhadap
Integritas Membran Spermatozoa Domba EG

Integritas membran spermatozoa diamati dengan uji Hipo-Osmotic Swelling

(HOS) tes. Hasil penelitian rataan persentase integritas membran spermatozoa Domba
EG tertera pada tabel 5.5.

Tabel 5.5. Rataan Persentase Integritas Membran Spermatozoa Domba EG
setelah Suplementasi Akrosin dan Lama Inkubasi

Kadar Akrosin | Lama Inkubasi | Rerala Integritas Anova
{Ha) (menit) Membran Sperma
| . tozoa Domba (%)
30 4587 +656° |F, :0,139
I 60 4577 +8.03° lp 10711
30 | 46,04 + 5 85°
3,0 60 | 45,90 + B 26 Far 10,267
30 48,45 +812° p 0848
45 &0 4663 £6.75°
30 4580 £ 8, EE" Fivax - 0,074
6,0 &0 4567 +625° |p 0974
Ketarangan - notasi '_l']ﬂﬂg berbeda pada kolom yang sama, menunjukkan berbeda nyata
(p=0.05

Tabel 5.5. menunjukkan bahwa perlakuan suplementasi akrosin menghasilkan
rataan persentase integritas membran spematozoa domba berkisar antara 4577 —
48,45%. Suplementasi akrosin 0; 3,0; 4,5 dan 6,0 pg masing-masing menghasilkan
ra‘aan persentase integritas membran berkisar antara 45,77-4587%; 45,80-48 04%:;
46,63-48 45% dan 4567-45,90%. Secara deskriptif menunjukkan bahwa suplementasi
akrosin 0,30 dan 4,5 g dapat meningkatkan rataan persentase integritas membran

spermatozoa Domba EG. Hubungan suplementasi akrosin dan lama inkubasi terhadap

rataan persentase integritas membran spermatozoa Domba EG tertera pada gambar
529,
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Gambar 5.2.9. Rataan persentase Integritas Membran spermatozoa Domba EG
satelan suplementasi akrosin dengan lama inkubasi yang berbeda

Gambar 5.2 10. Hasil pengamatan Integritas Membran spermatozoa Domba EG dengan
mikroskop cahaya, kelerangan | A, spermatozoa dengan mambran intak-

iekor mefingkar), dan B. spermatozoa dengan membran spermatozoa ru-
sak (ekor lurus).

Hasil pengamatan integritas membran spermatozoa domba dengan uji HOS tes
dan diamati pada mikroskop cahaya tertera pada gambar 5.2.10 menunjukkan bahwa
spermatozoa yang membrannya utuh memperlihatkan ekomya melingkar sebagai
akibat masih berfungsinya membran dalam menyerap air pada lingkungan yang bersifat
hipotonik (gambar 5.2 10B), sedangkan spermatozoa yang membrannya rusak ditandai
dengan ekor yang lurus (gambar 5.2.10 A).
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Gambar 5.2.11. Grafik suplementasi akrosin terhadap integritas membran

Keterangan
-sumbu absis (horizontal) | pemberian dosis akrosin

-sumbu ovdinat (vertikal) | persenfase integritas membran spermatozoa
-wama bhiry (——) : pemenksaan 30 menif
=wirra hifaui—— ) © pemenksaan 60 meail

Kombinasi suplementasi akrosin dan lama inkubasi berpengaruh tidak nyata
(p> 0,058) terhadap integritas membran spermatozoa Domba EG. Efek utama dari
periakuan suplementasi akrosin, lama inkubasi serta interaksi antara keduanya

menunjukkan berpengaruh tidak nyata (p>0,05) terhadap rataan persentase integritas
membran spermatozoa Domba EG (lampiran 4).

5.2.5. Pengaruh Suplementasi Akrosin dan Lama Inkubasi

Kapasitasi Spermatozoa Domba EG

Hasil penelitian rataan persentase status kapasitasi spermatozoa domba EG

tertera pada tabal 5.5,

Terhadap Status



Tabel 5.6. Rataan Persentase Status Kapasitasi Spermatozoa Domba EG
setelah Suplementasi Akrosin dan Lama Inkubasi

Kadar Akrosin | Lama Inkubasi | Rataan Status Ka- | Anova
() (menit) pasitasi Sperma -
tozoa Domba (%) i

i - 30 | 7910%755° Fo :14B4
0 o0 82,21+ 557° p 0231
- ! 30 76,42 + 859" |

3.C | 60 80,23 + 8 50° Fax 122,115
' 30 | 86762361 p 0,000

45 B0 89,00 £ 2 89°

30 6247 15 68° | Farax : 0,075
6.0 B0 _B360+1579° |p 0873
Keterangan : notasi yang berbeda pada kolom yang sama, menunjukkan berbeda  nyata
(p<0,05)

Tabel 5.B. menunjukkan bahwa tanpa suplementasi akrosin, suplementas
akrosin 0 3,0 pg, 4.5 pg dan 6,0 pg masing-masing diperoleh rataan persentase
kapasitasi spermatozoa domba EG adalah : 79,10 - 82,21%: 76,42 - 80 23%: 86,76 -
B9,00%; 6247 - 63,60%, Secara deskriptif menunjukkan bahwa suplementasi akrosin
sampal 4,5 ug dapat meningkatkan rataan persentase kapasitasi spermatozoa domba.

Hasil pengamatan kapasitasi spermatozoa domba EG dengan pewamaan CTC

menggunakan mikroskop epifiuorescence pada pembesaran 400 kali (gambar 5.2.12)

Gambar 5.2.12. Hasil pengamatan slatus kapasitasi spermatozea domba pada
proses pengenceran dengan pewamaan CTC menggunakan mi-
kroskop epiffourescence (Bar = % pm), keterangan : A non kapa-
tasi. B. kapasitasi dan C. reaksi akrosom.
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Status kapasitasi spermatozoa domba dari pewamaan CTC di atas
memperlihatkan ada tiga bentuk pendaran fluoresen pada kepala spermatozoa domba,
yaitu (1) distribusi fluoresen yang sama pada membran kepala spermatozoa (gambar
2.2.12A), menunjukkan spermatozoa domba yang non kapasitasi, (2) fluoresen
T.E:I'I;.DI'IEEIFIfTa'Ei pada daerah acrosomal (gambar 5.2.12B), menunjukkan spermatozoa
domba yang mengalami kapasitasi, dan (3) flouresen terkonsentrasi pada desrah pra
acrosomal (gambar 5.2.12C), menunjukkan spermatozoa domba yang mengalami
reaksi akrosom. Hasil pendaran flouresen pada spermatozoa domba (gambar 5.2.12.)
di atas merupakan gambaran distribusi Ca® pada membran kepala spermatozoa,
seperti telah dilaporkan oleh Mattiollli, et al (1996), Kaul -E'f' al (1997) dan Susilawati
(2005).

Hubungan antara suplementasi akrosin dan lama inkubasi terhadap rataan

persentase kapasitasi spermatozoa domba tertera pada gambar 5.2.13.
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Gambar 5.2.13. Rataan persentase kapasitasi spermatozoa domba EG setelah
suplementasl akrosin dengan lama inkubasi yang berbeda
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Kombinasi perlakuan suplementasi akrosin dan lama inkubasi keduanya

menunjukkan berpengaruh tidak nyata (p=0,05) terhadap rataan persentase kapasitasi

spermatozoa domba EG (lampiran 5).
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Gambar 5.2.14, Grafik suplementasi akrosin terhadap kapasitasi spermatozoa
Keterangan :
-sumbu absis (horizontal) : pembevian dosis akrosin
=sumin ardinat (vertikal] - pevsentase kapasitas! membran spermatozos

=warma birtt (——) - pamenksaan 30 mand
-Wiarma hiiauf— ;| pemenksaan 50 mamil

Karakteristik perbedaan pengaruh suplementasi akrosin dan lama inkubasi
ternadap kapasitasi spermatozoa domba EG dilanjutkan dengan uji HSD (Tukey). Hasil
analisis menunjukkan bahwa perlakuan tanpa akrosin dan perlakuan dengan akrosin

3,0 pgram pada berbagai level lama inkubasi menunjukkan berpengarub tidak nyata
{p=0,05) terhadap rataan persentase kapasitasi spermatozoa domba EG . Perlakuan

dengan konsentrasi akrosin 4,5 dan 6,0 pg pada berbagai lama inkubasi menunjukkan

berpengaruh nyata (p<0,05) terhadap rataan persentase kapasitasi spermatozoa
domba EG (lampiran 5},
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Gambar 5.215. Spermatozoa dalam keadaan kapasitasl yang ditandai dengan
sebagian darl kepala spermatozoa yang berflucresensi

Rataan persentase kapasitasi spermatozoa dari perlakuan suplementasi akrosin

4,5 pg menunjukkan terjadi peningkatan sehubungan lama inkubasi 30 dan 60 menit

masing-masing adalah : §6,76% dan 89,00%. Hal ini memberikan indikasi bahwa pada

spermatozoa domba mengalami peningkatan kapasitasi (Mc. Donald dan Pineda,

1989)

Tabel 5.7. Rataan Persentase Reaksi Akrosom Spermatozoa Domba EG
Setelah Suplementasi Akrosin dan Lama Inkubasi

| Kadar Akrosin | Lama Inkubasi | Rataan Reaksi Akro | Akrosin
| (Hg) (mwenit) som Spermatozoa . ‘
[ _ Domba (%) |
30 1005:295° | Fw 12660 |
0 B0 17,72 + 661" p :0007 |
__ 30 1969872
3,0 60 20121858 | Fa :28,166
| 30 3233+ 1039° |p  :0,000
. 45 60 [ 41,79+£10,08° |
30 11,02 £2 72° Fwa 10704 |
L 60 80 1305+412° |p (0552
Keterangan : nutas'::lg?ng berbeda pada kolom yang sama, menungkkan berbeda  nyata
(p=0,
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Tabel 5.7. menunjukkan bahwa perlakuan tanpa suplementasi akrosin
menghasilkan rataan persentase reaksi akrosom spermatozoa domba berkisar antara
10,05-41,79%. Perlakuan suplementasi akrosin 0; 3,0; 4,5 dan 6,0 pg masing-masing
menghasilkan rataan persentase reaksi akrosom berkisar antara 10,05-17.72%: 18.69-
29,12 32,3341,78 dan 11,02-13,05. Secara deskrptif menunjukkan bahwa
suplxmentasi akrosin 3,0 pg dapat meningkatkan rataan persentase reaksi akrosom

spermatozoa domba. Hubungan antara suplementasi akrosin dan lama inkubasi
terhadap rataan perseniase reaksi akrosom spermatozoa domba tertera pada gambar

5.2.16
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Gambar 5.2.16. Rataan perseniase reaksi akrosom spermatozoa domba EG

setelah suplementasi akrosin dengan lama inkubasl yang
berbada

kombinasi perlakuan suplementasi akrosin dan lama inkubasi keduanya

menunjukkan berpengaruh sangat nyata (p<0.01) terhadap rataan persentase reaksi
akrosom spermmatozoa domba EG. Efek utama dari perfakuan suplementasi akrosin dan
lama inkubasi menunjukkan berpengaruh tidak nyata (p=0,05) terhadap rataan
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persentase reaksi akrosom spermatozoa domba, sedangkan interaksi antara keduanya
menunjukkan berpengaruh sangat nyata (p<0,01) terhadap rataan persentase reaksi

akrosom spematozoa domba (lampiran 7).
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Gambar 5.2.17. Grafik suplementasi akrosin terhadap reaksi akrosom
Keterangan :

-sumbu absis (horizontal) - pemberian dosis akrogin

-sumbu ordinal (vertikal) : persentase reaksi akrosom spermalozoa

-wama biru {—— ) : permenksaan 30 meni

-wama hijauf——) : pemerksaan 60 menit

Karakteristik perbedaan pengaruh suplementasi akrosin dan lama inkubasi

terhadap reaksi akrosom spermatozoa domba dilanjutkan dengan uji HSD (Tukey).
Hasil analisis menunjukkan bahwa perlakuan tanpa akrosin dan perlakuan dengan
akrosin 3.0 pgram pada berbagai level lama inkubasi menunjukkan berpengaruh tidak
nyata (p>0,03) terhadap rataan persentase reaksi akrosom spermatozoa domba EG .

Sedangkan perlakuan dengan konsentrasi akrosin 4.5 dan 6.0 Hg pada berbagai lama
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inkubasi menunjukkan berpengaruh nyata (p<0,05) terhadap rataan persentase reaksi

akrosom spermatozoa domba EG (lampiran 7).

Gambar 5.2.18. Spermatozoa dalam keadaan reaksi akrosom yang ditandai dengan
adanya garis hitam pada kepala spermatozoa yang berflucresensi

Tabel 5.8. Rataan Persentase Non Kapasitasi Spermatozoa Domba EG
Setelah Suplementasi Akrosin dan Lama Inkubasi

I Kadar Akrosin | Lama Inkubasi | Rataan Mon I{ap}.e-]_ | Anova
{ug) {menit) sitasi Spermatozoa
Domba (%)
30 2089+755 |Fy 30984
0 B0 1778557 =] - 0,004
30 2356 +858° |
3,0 60 19,76 £850° |Fa 20,707
30 37T52+1568° |p - 0,000
| 4,5 60 32,33 £ 10,3¢°
30 1327 +3 56" Fwea : 0,117
| 60 B0 10,99 +2 BY° p :0549
Keterangan : notasi yang berbeda pada kolom yang sama, menunjukkan berbeda

nyata (p=0.05)

Tabel 5.8. menunjukkan bahwa tanpa suplementasi akrosin menghasilkan rataan

persentase non kapasitasi spermatozoa domba berkisar antara 10,89 - 3752

Suplementasi akrosin 0; 3,0; 4,5 dan 6,0 pg masing- mas:ing menghasilkan rataan

persentasa non kapasitasi berkisar antara 17,78 — 20,89; 19,768 — 23 56: 32,33 - 37.52

dan 10,99 — 13,27, Secara deskriptif menunjukkan bahwa suplementasi akrosin 6,0 ug

dapat meningkatkan rataan persentase non kapasitasi spermatozoa domba, Hubungan



antara konsentrasi suplementasi akrosin dan lama inkubasi terhadap rataan persentase

non kapasitasi spermatozoa domba EG tertera pada gambar 5.2.18.
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Gambar 5.2.19. Rataan persentase non kapasitasi spermatozoa domba EG
setelah suplementasi akrosin dengan lama inkubasi yang
berbeda

Kombinasi perlakuan suplementasi akrosin dan lama inkubasi keduanya
menunjukkan berpengaruh tidak nyata (p>0,05) terhadap rataan persentase non
kapasitasi spermatozoa domba EG. Efek utama dari perlakuan suplementasi akrosin,
lama inkubasi dan interaksi antara keduanya menunjukkan berpengaruh tidak nyata

(p=0,01) terhadap rataan persentase non kapasitasi spermatozoa domba EG (lampiran
B).

Karakteristik perbedaan pengaruh suplementasi akrosin dan lama inkubasi
terhadap non kapasitasi spemmatozoa domba dilanjutkan dengan uji Honestly
Significant Different (HSD). Hasil analisis menunjukkan bahwa tanpa suplementasi
akrosin dibandingkan dengan suplementasi akrosin dosis 3,0 dan 4,5 pg berpengaruh

nyata (p<0,05) terhadap rataan persentase non kapasitasi spermatozoa domba,
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sedangkan tanpa suplementasi akrosin dibandingkan dengan suplementasi akrosin 8,0

Hg pada lama inkubasi yang berbeda berpengaruh tidak nyata (p=0,05) terhadap
rataan persentase non kapasitasi spermatozoa domba.
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Gambar 5.2.20. Grafik suplementasi akrosin terhadap non kapasitasi
Keterangan :

-sumbu absis (horzontal) | pemberian dosis akrosin

-sumbu ordinat (vertikal) : persentase non kapasifasi spermalozos
-wama biru {—— ) : pemeriksaan 30 menit

-wama hijguf—) : pamerniksaan 60 menit



Gambar 5.2.21 . spermatozoa dalam keadaan non kapasitasi yang ditandai
dengan saluruh bagian kepala spermatozoa berflucresensi

5.2.6. Pengaruh Suplementasi Akrosin Terhadap Imunositokimia Spermatozoa
Domba EG

Proses imunositckimia adalah proses dimana terjadi pengenalan antara antibodi

dengan antigen dari akrosin. Uji ini untuk mengetahui apakah antibodi akrosin

(menoklonal) yang kita berikan dapat mengenali reseptor dari sel spermatozoa

Gambar 5.2.22. Terfjadinya n antigebnd akrosin pada sparmatozoa
Secara imunositokimia
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Adanya enzim akrosin yang terdapat pada membran bagian dalam (inner layer) dari
akrosom ini akan dikenali oleh antibodi akrosin (monoklonal) yang diberikan secara
ekstemnal. Hal tersebut untuk mengetahui adanya ikatan antigen — antibodi dari akrosin

tersebut. Seperti diketahui bahwa uji imunositokimia ini diperukan untuk melihat

gambaran spermatozoa dan ikatannya setelah pembenan antibodi. Dari gambar di atas

jelas terihat bahwa secara imunositokimia telah terjadi ikatan antara antigen dan

antibodi

46



6.1.

BAB VI
PEMBAHASAN

Karakteistik semen beku domba PE setelah dithawing

Motilitas spermatozoa merupakan tolok ukur kualitas yang sifatnya
subyekiif karena berdasarkan keputusan individu pemeriksa (Bearden dan
Fuguay, 1997). Motilitas spermatozoa sangat bergantung pada kondisi medianya

(Salisbury, et al, 1978). Spermatozoa yang motilitasnya baik terlihat dari gerak
massa membentuk awan tebal dan gerak progresif individu aktif ke depan
(Susilawati, 2007). Suryadi, dkk. (2004) menyatakan bahwa motilitas massa 2°
adalah cukup baik dan maotilitas individu 50% - B0% tergolong normal. Motilitas
dapat dijadikan sebagai ukuran tidak langsung terhadap aktivitazs metabolisme
dengan daya hidup spermatozoa serta mempunyai kontribusi yang penting pada
saal transportasi di saluran reproduksi betina, usaha untuk mencapai oosit dan
penetrasi zona pellucida (Gamer dan Hafez, 2000, Haliap, 2005). Pemenksaan
kualitas fisiologis spermatozoa lebih lanjut perlu dilakukan untuk mendapatkan
gambaran tentang kondisi fisiologis per individu spermatozoa sebagal ukuran
keberhasilan proses fertilisasi. Aspek fhsiologl spermatozoa lanjutan meliputi
integritas membran, kapasitasi, reaksi akrosom dan non kapasitasi spermatozoa.

Kapasitasi dini pada spermatozoa domba berhubungan dengan
rendahnya kandungan energi terutama fruktosa. Kandungan fruktosa dalam
semen domba yaitu 250 mg/100 ml, lebih rendah dari semen sapi yaitu 480 — 600
mg/100 ml (Garner dan Hafez, 2000), selain itu domba tergolong spesies hewan
dengan kandungan kolestercl yang rendah. Yanagimachi (1994) menyatakan
bahwa domba dan babi hutan hanya membutuhkan waktu 1 sampal 2 jam untuk
mencapai kapasitasi spermatozoa yang optimal, karena semen domba memiliki
kolesterol yang lebih rendah (14 % dari total lemak) dibandingkan dalam samen
sapi dan manusia memiliki kandungan kolesterol lebih tinggi (25 maol dan total
lemak) dalam semennya, sehingga untuk mencapai kapasitasi yang optimal
membutuhkan waktu lebih lama yaitu & sampai B jam.
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6.2. Pengaruh Suplementasi Akrosin dan Lama Inkubasi Terhadap Motilitas
Spermatozoa Domba PE

Suplementasi akrosin 4,5 pgram menghasilkan rataan persentase
motiltas spermatozoa domba lebih tingg dari perlakuan lainnya. Hal ini karena
penambahan akrosin dapat menurunkan pembentukan asam laktat dalam sel yang

berakibat pada peningkatan pH, sehingga proses metabolisme menjadi meningkat.
Peningkatan proses metabolisme menyebabkan bertambahnya pembentukan

ATP, sehingga akan meningkatkan motilitas spermatozoa (Jones, et al, 1992,
Gamer dan Hafez, 2000; Rigau, et al., 2002; Ford, 20086).

Menurut Bearden dan Fugquay (1997) suplementasi akrosin berperan
dalam menstabilkan membran, sehingga proses transport aktf dapat

diperfahankan dan mencegah hilangnya ion-ion penting dalam spermatozoa.
Transport aktif berffungsi untuk perukaran zat-zat intraseluler maupun ekstra

seluler sehingga metabolisme dapat meningkal dan menghasilkan ATP yang
cukup banyak sebagai sumber energi untuk motilitas.

Secara alami motilitas spermatozoa domba PE akan mengalami
penuruan seirfng lamanya waktu inkubasi. Selama proses inkubasi spermatozoa
terus melakukan pergerakan dan metabolisme yang membutuhkan banyak energi
sahingga semakin lama, persediaan nutrisi yang dibutuhkan spermatozoa semakin
berkurang. Keadaan ini menyebabkan spermatozoa mengalami penurunan
motilitasnya (La Ode Ba'a, 2009) dan dalam jangka waktu yang lama akan
menurunkan fertilitas dan plasma semen menjadi tidak isotonis.

Motilitas spermatozoa dipengaruhi oleh kondisi lingkungan panas dan
dingin, demikian juga penanganan semen pada wakiu pemeriksaan kualitas
semen (Sarastina, 2006, La Ode Ba'a, 2009). Selanjutnya Ax, el al. (2000)
menyatakan bahwa motilitas in witro bervariasi sesuai dengan kepadatan cairan,

suhu lingkungan, umur spermatozoa dan faktor nutrisi,
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6.3.

6.4.

Pengaruh Suplementasi Akrosin dan Lama Inkubasi Terhadap Viabilitas
Spermatozoa Domba PE

Suplementasi akresin 4.5 pg pada berbagai lama inkubasi menghasilkan
rataan persentase viabilitas spermatozoa domba PE yang lebih baik dari perakuan
lainnya. Hal ini menunjukkan bahwa suplementasi akrosin sampai dengan 4,5 ug
dalam semen domba PE masih memberikan efek yang lebih baik terhadap
kehidupan spermatozoa. Akrsosin dapat meningkatkan metabolisme sebagai

sumber anergl utama spermatozoa (Gamer dan Hafez, 2000; Susilawati, 2003).
Suplementasi akrosin 8,0 pg telah menunjukkan terfadi penurunan rataan

persentase viabiltas spermatozoa domba PE. Hal ini diduga berkaitan dengan
pembentukan asam laktat (Hafez, 2000).

Selama inkubasi, spermatozoa mengalami perubahan molekul penyusun
membran yang menyebabkan destabilisasi membran sehingga dapat menununkan
fungsi fisiologis membran. Bearden dan Fuguay (1997) menyatakan bahwa
akiifitas metabolik semen menjadi maksimum jika diencerkan dengan pengencer
isotonik , akan tetapi jika pengencer bersifat hipotonik atau hipertonik akan
menurunkan kecepatan metabolisme tetapi tidak akan meningkatkan spematozoa
hidup.

Membran berfungsi melindungi organ dalam sel dan sebagai filter pada
permukaan intraseluler dan ekstraseluler. Spermatozoa yang mati menunjukkan

membran plasmanya rusak. Keadaan ini menyebabkan proses metabolisme sel

terganggu dan parmeabilitas membran menjadi sangat tinggi sehingga zat warna
eosin negrosin dapat melewati membran dan berakibat fatal bagl spermatozoa
(Saili, 1999 ; La Ode Ba'a, 2009).

Pengaruh Suplementasi Akrosin dan Lama Inkubasi Terhadap Abnormalitas
Spermatozoa Domba PE

Suplementasi akrosin dosls 4,5 pg dapat menurunkan rataan perseniase
abnormalitas spermatozoa domba PE. Hal ini diduga karena akrosin berperan

meningkatkan stabilitas membran dengan cara berikatan dengan fosfolipid yang
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terkandung dalam kepala spermatozoa (Chen, ef al. 1989), sehingga jika membran

utuh tidak dapat ditembus zat warna eosin negrosin (Saili, 1989), sehingga
menghambat abnormalitas sparmatozoa domba.
Abnormalitas sparmatozoa dibedakan atas abnormalitas primer yailu

kelainan spermatozoa karena proses spermatogenesis di dalam tubuli semenifer
dan abnomnalitas sekunder yaitu kelainan spermatozoa setelah meninggalkan
tubuli seminiferi (La Ode Ba'a, 2008). Rataan persentase abnormalitas domba PE
yang diperoleh dari penelitian ini kurang dan 10. Hal ini menunjukkan babwa
proses penanganan semen dan penampungan sampai dilakukan suplementasi
secara teknis telah dilakukan dengan baik, sehingga abnormmalitas sekunder dapat
ditekan serendah mungkin. Bearden dan Fuguay (1897) menyatakan bahwa
abnommalitas sampai 25% belum berpengaruh terhadap kualitas spermatozoa
dalam proses ferilisasi. Said (2004) menyatakan bahwa abnormalitas

spermatozoa kurang dari 20% masih layak digunakan untuk inseminasi buatan.
MNur, ef al. (2005) menyatakan bahwa larutan hipoosmotik menyebabkan

spermatozoa yang membrannya utuh akan mengikat air sehingga bagian tubuh

menggelembung dan ekor akan melingkar, sedangkan apabila membrannya rusak
terjadi kehilangan air dan cairan lainnya (dehidrasi) sehingga terjadi fusi pada dua
permukaan (inner membrane dan outer membrane) sehingga membran menjadi
tidak stabil atau terjadi lipid bilayer desfabilitation yang ditandal dengan membran
yang mengkerut dan ekor yang lurus. Ketidakstabilan membran ini berakibat pada
penurunan fisiclogi spermatozoa (Sum, et al., 2003).

Pengaruh Suplementasi Akrosin dan Lama Inkubasi Terhadap Integritas
Membran Spermatozoa Domba PE

Suplementasi akrosin 0; 3,0; 4,5 dan 6,0 pg pada lama inkubasi 30 dan
60 menit menghasilkan rataan persentase integritas membran spermmatozoa

domba PE yang tidak berbeda nyata satu sama lainnya. Hal ini menunjukkan
bahwa suplementasi akrosin 3,0, 4.5 dan 6,0 pg memberlkan respon yang baik
terhadap integritas membran spermatozoa domba, karena ' (1) akrosin berperan

dalam menstabilkan membran dan mempernahankan kualtas spermatozoa selama
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inkubasi (Bearden dan Fuquay, 1997), (2) akrosin juga berperan memperahankan

integritas pada proses transport aktif membran spermatozoa, transport akiif
mencegah hilangnya komposisi ion-ion vital dari spermatozoa (Hafez, 2002), (3)
akrosin dapat berikatan dengan fosfolipid yang terdapat pada kepala spermatozoa
(Chen et al, 1883, La Ode Ba'a, 2008). Membran sel merupakan bagian terluar

| yang membatasi bagian dalam dengan lingkungan luar sel dan berperan sebagai
filter pada pertukaran zat-zat intraseluler dan ekstraseluler yang dipertahankan
dalam proses metabolisme {Garmer dan Hafez, 2000).

6.6. Pengaruh Suplementasi Akrosin dan Lama Inkubasi Terhadap Status
Kapasitasi Spermatozoa Domba EG

Suplementasi 4,5 ug pada lama inkubasi 30 dan 60 menit menghasilkan
rataan persentase kapasitasi spermatozoa domba yang lebih tinggi, dengan
demikian maka penambahan suplementasi akrosin 4,5 pg dapat menghambat
kapasitasi spermatozoa domba. Hal ini  karena akrosin  berfungsi
memperahankan spermalozoa agar terjadi kapasitasi dan mempercepat
terjadinya reaksi akrosom pada saat fertilisasi (Mon, el. al, 1993).

) Flesch dan Gadella (2000) menyatakan bahwa kapasitasi pada beberapa
jenis temak dapat bersifat reversible karena dalam seminal plasmanya
mengandung makro molekul yang berperan sebagai faklor kapasitasi. Makro
molekul tersebut adalah glikokaliks yang merupakan oligosakarida dan terikat
dengan protein dan lemak (Evans dan Graham, 1989; Darnel, ef al, 1990),
sehingga spermatozoa yang telah mengalami kapasitasi mampu untuk melakukan
fertilisasi (Maxwell dan Watson, 1996; La Ode Ba'a, 2009).

Kapasitasi pada spermatozoa domba berhubungan dengan kandungan
kolesterol yang rendah pada semennya. Yanagimachi (1994) menyatakan bahwa
waktu yang dibutuhkan untuk kapasitasi spermatozoa optimal berhubungan
dengan kandungan kolesterol. Spesies hewan dengan kandungan kolesterol
linggi yaitu 25 % dar tolal lemak netral (manusia dan sapi) membuiuhkan wakiu
yang lebih lama (antara 6-8 jam) untuk mencapai kapasitasi optimal, sementara
sparmatozoa babi hutan dan kambing dengan kandungan kolesterol lebih rendah
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6.7.

6.8.

yaitu 14% dari komposisi lemak netral (Flesch dan Gadella, 2000), sehingga
kapasitasi yang optimal hanya membutuhkan waktu 1 sampai 2 jam
(Yanagimachi, 1984).

Pengaruh Suplementasi Akrosin dan Lama Inkubasi Terhadap Reaksi
Akrosom Spermatozoa Domba EG

Suplementasi akrosin 45 pg pada lama inkubasi 30 dan 680 menit
menghasilkan rataan persentase reaksi akrosom spermatozoa domba yang tinggi,

. 'sehingga lebih baik dari perlakuan lainnya. Hal ini karena suplementasi akrosin 4,5

Hg dapat mempercepatl kapasitasi dan meningkatkan terjadinya reaks| akrosom
(Liberda, ef al. 2001).

Reaksi akrosom hanya terjadi pada spermatozoa yang mempunyai
membran utuh (Flesch dan Gadella, 2000). Selain itu reaksi akrosom berlangsung
menjelang spermatozoa melakukan penetrasi pada zona pelusida [ZP
(Grudzinskas dan Yovich, 1995) dan untuk dapat menetrasi ZP, sparmatozoa
domba harus menjalani reaksi akrosom. Sebelum reaksi akrosom berangsung,
spermatozoa perlu mensekresikan enzim tertentu yaitu proakrosin yang kemudian
diaktifkan menjadi akrosin (Susilawati, 2003; La Ode Ba'a, 2008 ).

Pengaruh Suplementasi Akrosin dan Lama Inkubasi Terhadap Non-
kapasitasi Spermatozoa Domba EG

Suplementasi akrosin 3,0 dan 4.5 pg pada lama inkubasi yang berbeda
menghasikan rataan persentase non kapasitasi spermatozoa domba yang lebih
rendah dan pada tanpa suplementasi. Hal ini menunjukkan bahwa suplementasi
akrosin dapat menurunkan rataan persentase non kapasitasi spermatozoa domba.

Penurunan rataan persentase non kapasitasi spermatozoa domba EG tertinggl
diperoleh pada suplementasi akrosin 4,5 pg.

Hasil penelitan menunjukkan bahwa tanpa suplementasi akrosin dan
pertakuan dengan suplementasi akrosin 4,5 pg menghasilkan rataan persentase

non kapasitasi yang semakin menurun dengan lama inkubasi 60 menit. Fakta ini
meanunjukkan bahwa suplementasi akrosin mampu membearikan pengaruh
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spermatozoa menjadi lebih slap pada proses fertilisasi, yaitu meningkatkan
kapasitasi dan reaksi akrosom (Mori, et al., 1883). Selain itu, akrosin juga berperan
dalam mempertahankan integritas proses transport aktif membran spermatozoa.
Transport aktif tersebut mencegah hilangnya komposisi ion-ion vital dari
spenmatozoa (Hafez, 2002; La Ode Ba'a; 2009, Susilowati, 2007 ).

Pengaruh Suplementasi Akrosin Terhadap Imunositokimia Spermatozoa
Domba EG

Adanya enzim akrosin yang terdapat pada membran (inner maupun outer
membrane) dari akrosom ini akan dikenali oleh antibodi akrosin (monoklonal) yang
diberikan secara ekstemal. Hal tersebut untuk mengetahui adanya ikatan antigen —
antibodi dari akrosin tersebut. Seperti dketahui bahwa uji imunositokimia ini
diperiukan untuk melihat gambaran spermatozoa dan ikatan antigen- antibodi
(Aulani'am, 2004; Rantam, 2003). Dari gambar diatas jelas terlihat bahwa secara
imunositokimia telah dikenali antibodi akrosin pada spermatozoa tersebul.
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BAB VIl
RENCANA TAHAPAN BERIKUTNYA

Rencana Penelitian Tahun ke 2 adalah sebagai berikut

1. Pengaruh Suplementasi Enzim Akrosin Terhadap Peneirasi Zona Pelusida Pada Sel
Telur (Ovum) Domba EG

3. Pengaruh Suplementasi Enzim Akrosin Pada Fertilisassi In-Vitro Domba EG
2. Pengaruh Suplementasi Enzim Akrosin Terhadap Perolehan Embrio Domba EG
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BAE Vil
KESIMPULAN DAN SARAN

8.1. Kesimpulan
Berdasarkan hasil dan pembahasan dari penelitian ini dapat disimpulkan sebagai
berikut :
a. Suplementasi akrosin 4,5 pg dapat meningkatkan motilitas, viabilitas, kapasitasi dan
reaksi akrosom spermatozoa domba EG

b. Suplementasi akrosin 6,0 pg dapal menurunkan motilitas, viabilitas, kapasitasi dan
reaksi akrosom spermatozoa domba EG

c. Suplementasi akrosin 3,0; 4.5 dan 6,0 pg tdak berpengaruh terhadap integritas
. ‘membran spermatozoa domba EG
d. Uji imunositokimia menunjukkan adanya ikatan antigen-antibodi pada akrosin

B.2. Saran

Suplementasi (penambahan) akrosin dengan dosis 4.5 pg dapat digunakan untuk
meningkatkan potensi biologis spermatozoa domba EG, sehingga dapat dipakai
sebagai bahan alternatif (bioaktif) untuk perbaikan fertilitas temak (domba).
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