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Abstract

The purpose of this study is to asses motility and viability of domestic duck (Anas
platyrhyncos) spermatozoa after 6 day storing in preservation medium of different egg yolk
cryoprotectant concentration in three different medium Tris, PBS or Ringer lactate. In this
experiment, we applied 3 combination of factors as treatments : extender (Tris, PBS or Ringer
lactate), egg yolk (EY) concentration (0, 5, 10, 15 or 25%) and storage time (0,1,2,3,4,5,6 days).
Spermatozoa was obtained by massage technique, ejaculate then were swup up in the extender,
the swup-up sperm then were incubated in preservation medium as each treatments sub%ected to
motility and viability assesment before and after storage at refrigerator temperature (5°C). The
results showed that sperm motility and viability were highly significantly different (P<0. 01) among
107 treatments. Extender factor as well as storage duration time were highly significantly different
(P<0.01) affected the motility and viability of the treated sperm. EY concentration was significantly
(P<0.05) affected viability, however there were no factor (P>0.05) affected motility of the sperm.
The best treatment resulted in promising quality having the highest motility of 46,67 + 32,15 5
motile was from the treatment of 10% EY in PBS stored for 4 days. The best viability result was
from the tretament of 25% EY in PBS after 4 days storage resulted in 50,00 * 36,05 % of viabie
sperm. In conclusion this protocol could be applied for artificial insemination trial.
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Abstrak

Tujuan penelitian ini untuk menilai motilitas dan viabilitas spermatozoa itik lokal (Anas
platyrhyncos) setelah penyimpanan 6 hari dalam medium penyimpanan kombinasi berbagai
konsentrasi krioprotektan kuning telur (egg yolk /EY) dengan tiga ekstender berbeda Tris, PBS
atau Ringer lactat. Penelitian eksperimen ini menerapkan tiga kombianis factor sebagai perlakuan:
ekstender (Tris, PBS or Ringer lactate), kuning telur (EY) konsentrasi 0, 5, 10, 15 atau 25% and
waktu penyimpanan (0,1,2,3,4,5,6 hari). Spermatozoa diperoleh dengan metode urut, ejakulat atau
sperma yang diperoleh di-swup up dalam ekstender, spermatozoa hasil swimp up digunakan untuk
perlakuan dalam medium penyimpanan sesuai perlakuan dan dinilai mot|I|tas dan viabilitasnya,
sebelum dan sesudah penyimpanan dalam temperatur refrigerator (5 C). Hasil penelitian
menunjukkan bahwa motilitas dan viabilitas spermatozoa sabgat nyata (P<0.01) berebda
diantara107 perlakuan. Faktor ekstender juga factor lama penyimpanan secra sangat nyata
(P<0.01) mempengaruhi motilitas dan viabilitas spermatozoa perlakuan. Konsentrasi EY secara
nyata (P<0.05) mempengaruhi viabilitas, namun tidak nyata (P>0.05) menentukan motilitas
spermatozoa. Perlakuan terbaik menghasilkan kualitas yang berpotensi yaitu motilitas tertinggi of
46,67 £ 32,15 5 dari 10% EY dalam PBS disimpan selama 4 hari. Viabilitas terbaik dari perlakuan
25% EY dalam PBS pasca 4 hari disimpan, reratanya 50,00 * 36,05 %. Disimpulkan bahwa
spermatozoa penyimpanan perlakuan protokol ini dapat diujicobakan dalam pembuahan buatan
atau Al artificial insemination.

Kata kunci: Kuning telur, medium penyimpanan, spermatozoa itik lokal, motilitas, viabilitas



Pendahuluan

Itik lokal (Anas platyrhyncos) yang
merupakan jenis itik yang akrab dengan
kehidupan masyarakat, digemari
konsumen karena kualitas daging dan
telurnya yang bagus, sehingga
mendorong peningkatan produksi itik
lokal. Produktivitas itik lokal sangat erat
kaitannya dengan sistem perkawinan itik.
Pejantan itik lokal sekali ejakulasi bisa
menghasilkan ejakulat yang banyak yaitu
0,3 — 1,5 ml (Toelihere, 1981) atau 0,5-1
ml (Rose, 1997). Sperma atau ejakulat
bisa digunakan untuk mengawini
beberapa betina. Sperma bisa ditampung
dan disimpan sehingga sewaktu-waktu
bisa digunakan untuk mengawini betina
lain dengan teknik inseminasi buatan (I1B)
(Campbell et al., 2003). Teknik IB bisa
menggunakan sperma hasil
penyimpanan beku (frozen semen)
maupun cair (chilled semen) (Sahashi et
al., 2011).

Untuk mempertahankan kualitas

speema selama penyimpanan
dibutuhkan medium penyimpanan semen
yang mendukung kehidupan

spermatozoa di luar tubuh induk serta
dibutuhkan krioprotektan yang dapat
melindungi spermatozoa dari cold shock
akibat perubahan temperatur
penyimpanan. Spermatozoa untuk
dipreservasi atau diawetkan untuk
beberapa lama sesudah penampungan,
perlu dicampur dengan ekstender atau
larutan pengencer dan dikombinasi
dengan krioprotektan untuk menjamin
kebutuhan fisik dan kimia spermatozoa
selama preservasinya. Krioprotektan
dibutuhkan spermatozoa di luar tubuh
untuk melindungi dari temperatur dingin
penyimpanan (Salisbury dan Vandemark,
1985). Tujuan penelitian ini  untuk
mengetahui  motilitas dan viabilitas
spermatozoa itik lokal (Anas
platyrhyncos) selama  penyimpanan
dalam berbagai medium penyimpanan
kombinasi krioprotektan kuning telur (EY)
berbagai konsentrasi dengan tiga
ekstender berbeda.

Materi dan Metode

Penelitian  eksperimental pola
faktorial dengan rancangan dasar
Rancangan Acak Lengkap, tiga faktor (1)
ekstender tiga taraf vyaitu Ringer
laktat/RL (kalsium klorida 0,2 g/1000 ml,
potassium chloride 0,3 g/1000 ml,
sodium chloride 0,6 g/1000 ml, sodium
laktat 3,1 g/1000 ml), Tris aminometan/T
(6,64 g Tris hydroxymethyl-aminometan,
3,72g asam sitrat, 2,74g fruktosa, 0,2g
ampicilin, 0,2g streptonisin dan 200 ml
aquades), dan Phospat Buffer
Saline/PBS (0,20g KCI, 0,20g KH,PO,,
8g NaCl, 2,16g Na,P0O,.7H,O dalam 1
liter H,0). (2) krioprotektan kuning telur
(EY) lima taraf konsentrasi (0, 5, 10, 15,
atau 25 %). (3) lama waktu penyimpanan
dengan tujuh taraf (0, 1, 2, 3, 4, 5 dan 6)
hari. Krioprotektan EY dibuat segar pada
hari penelitian, dibuat stok EY 40%
dalam ekstender. Semen itik diperoleh
dengan metode pengurutan, ejakulat
yang keluar ditampung dalam spuit,
untuk kemudian diswimp-up dalam
ekstender. Swim-up dilakukan dalam
temperatur ruang selama + 30 menit
(Sistina et al, 1993). Swim-up
spermatozoa digunakan untuk perlakuan,
ditambahkan stok EY sesuai perlakuan
dalam medium penyimpanan vyaitu 0, 5,
10, 15 atau 25% EY dalam ekstender.
Semua perlakuan diberi label, disimpan
dalam refrigerator, untuk pengamatan
motilitas dan viabilitas sebelum dan
sesudah preservasi. Penilaian
persentase dan progresivitas motilitas
(diskor 0-5 sesuai Sistina et al, 1993)
menggunakan mikroskop inverted dan
viabilitas spermatozoa, setelah
pewarnaan Trypan blue 1% selama + 10
menit lalu difiksasi dengan 4%
paraformaldehid, menggunakan
mikroskop cahaya. Data dianalisis
dengan Anova program SPSS ver18
setelah transformasi ke akar persen
kuadrat lalu arc sin.

Hasil dan Pembahasan

Sperma segar itik lokal (Anas
platyrhyncos) dinilai kualitasnya sebelum
digunakan sebagai sampel penelitian
dan hanya semen dengan kualitas baik
sesuai kriteria Affandy et al (2004) yang



digunakan untuk penelitian. Hasil
pengamatan motilitas spermatozoa itik
lokal dalam medium penyimpanan
setelah 6 hari dalam temperatur
refrigerator, rerata motilitasnya
bervariasi, tertingginya 5% motil dari
perlakuan 10 dan 15% EY PBS (Tabel
1). Rerata motilitas spermatozoa tertinggi
sebelum penyimpanan diperoleh dari
perlakuan 10% EY PBS (100% motil),
menurun ke 88% setelah satu hari
disimpan, lalu penyimpanan 2, 3, 4, 5,
dan 6 hari penyimpanan, menjadi 80, 60,
46, 36, dan 5 %, berturut-turut yang
terbukti secara statistik sangat nyata
(P<0,01) motilitas spermatozoa
perlakuan menurun (Tabel 1). Faktor
ekstender dan faktor lama penyimpanan
sama-sama secara sangat nyata
(P<0,01) mempengaruhi nilai persentase
motilitas spermatozoa itik lokal perlakuan
penyimpanan. Interaksi ekstender
dengan lama penyimpanan berpengaruh
secara sangat nyata (P<0,01), namun

interaksi EY dengan ekstender atau
dengan lama penyimpanan tidak
berpengaruh nyata (P>0,05).

Pengamatan motilitas dilengkapi dengan
pengamatan  progresivitas  motilitas,
hasilnya bahwa ekstender T, RL, dan

PBS skor progresivitas dari skor 4 (gerak
ke depan lurus cepat) sebelum
penyimpanan (hari ke-nol) menjadi
menurun namun masih memberikan skor
lebih besar dari satu (gerak maju atau
berpindah tempat) setelah penyimpanan.
Setelah disismpan dua hari, skor
progresivitasnya skor 2 (maju ke depan
lintasan lingkaran) atau 3 (maju ke depan
lintasan  kurva). Hari ke enam
penyimpanan skor progresivitasnya satu.
Hasil analisis progresivitas membuktikan
bahwa secara sendiri-sendiri, faktor
ekstender atau lama penyimpanan dan
interaksi medium dan laam pentimpanan
secara sangat nyata (P<0,01)
mempengaruhi progresivitas motilitas.
Faktor EY secara sendiri, interaksi EY
secara nyata (P<0,05) mempengaruhi
progresivitas  motilitas  spermatozoa
perlakuan. Uji lanjut membutikan bahwa
RL dan PBS T dan PBS berbeda sangat
nyata (P<0,01) dengan PBS, T & RL

berbeda nyata (P<0,05). Dengan
demikian dapat disimpulkan bahwa
ekstender terbaik yang memelihara
motilitas spermatozoa itik lokal

penyimpanan refrigerator hingga enam
hari adalah ekstender PBS.

Tabel 1. Rataan (xSD) persentase motilitas spermatozoa itik lokal (Anas platyrhyncos)
selama preservasi dalam refrigerator 5° C dalam medium penyimpanan
kombinasi konsentrasi kuning telur (EY) dengan ekstender ringer laktat (RL)
atau tris aminomethan (T), atau Phospat Buffer Saline (PBS).

Table 1. Average percentage (xSD) of sperm motility of local duct (Anas platyrhyncos)
during preservation at refrigerator 5° C temperature in preservation medium of
egg yolk (EY) combined with extender of ringer laktat (RL) or tris aminomethan
(T), or Phospat Buffer Saline (PBS).

Lama Penyimpanan (hari)

Perlakuan 0 7 > 3 7 3 5
- 9667 7667 * 6000 & 3333 ¢ 833 £ 500 & 000 =
0%EYKT 1589 577 0,00 577 1443 866 0.00
soLEYT 9000 5000 + 3833 + 3166 + 1333 + 1333 + 000 +
£1000 2646 3329 1258 2309 2309 0.0
jouEyr 8667 5333 & 4666 & 4000 + 1000 + 1333 + 0,00 i
£+1155 3215 2082 000 1732 2309  0.00
isupyy 8667 5333 & 5000 + 4000 £ 1333 £ 1333 + 167 ¢
1155 3215 2646 1000 2309 2309  2.89
spyT 9333 5333 + 4000 + 3667 + 1333 & 1333 + 033 &
$577 2754 2000 1155 2309 2309 058
0%KPBS 100,00 6833 + 5167 + 3833 + 2333 + 000 + 000 #



Lama Penyimpanan (hari)

Perlakuan 0 1 > 3 7 5 6
+0,00 20,21 16,07 22,55 2517 0,00 0,00
9833 + 78,33 + 63,33 + 56,67 + 46,67 + 30,00 + 3,67 =
S%EYPBS 5 g9 7.64 1528 2309 3617 2646 550
o 100,00 + 88,33 + 80,00 + 60,00 + 46,67 * 36,67 + 500 =+
10%EYPBS 5 0o 764 866 1732 3245 3214 500
100,00 + 78,33 + 66,67 +* 5167 + 36,67 + 30,00 + 500 =+
15%EYPBS 4 1607 1155 2255 2517 2646 500
o 100,00 + 83,33 + 7333 + 5667 + 4167 + 3333 + 3,67 =*
25%EYPBS 0,00 7,64 11,55 15,26 23,63 28,57 5,51
0%KRL 98,33 + 76,67 + 5500 + 2333 + 700 + 3,33 + 0,00 *
° 2,89 23,09 27,83 11,55 5,20 2,87 0,00
96,67 + 86,67 + 6167 +* 3167 + 433 + 000 =+ 0,00 #*
S%EYRL 577 1443 764 289 115 0.00 0.00
o 96,67 + 89,33 + 70,00 + 46,67 + 10,00 + 0,00 =+ 0,00 #*
10%EYRL 577 1677 1000 577 5,00 0.00 0.00
100,00 + 96,67 +* 7667 + 4333 + 000 =+ 000 =+ 0,00 #*
15%EYRL 09 5,77 577 577 0.00 0.00 0.00
o 9500 + 9333 + 7500 + 4833 + 667 + 0,00 + 0,00 *
25%EYRL 5,00 11,55 13,22 16,07 2,89 0,00 0,00
Hasil pengamatan viabilitas viabilitas. Berarti spermatozoa yang
spermatozoa setelah pewarnaan Trypan nampak motil berarti juga viabil, atau
blue menunjukkan bahwa setelah spermatozoa yang diam tidak motil tidak
penyimpanan, rerata viabilitas viabil atau mati. Hasil uji lanjut

spermatozoa menurun, paralel dengan
data penurunan motilitas dan
progresivitas motilitas. Viabilitas dapat
dipelihara hingga 6 hari sebanyak 10%
populasi spermatozoa perlakuan, data
untuk konsentrasi EY 10%, 15% dan
25% eksender PBS (Tabel 2).
Spermatozoa perlakuan medium
penyimpanan 25% EY eksender RL
pasca penyimpanan 1, 2 dan 3 hari
menunjukkan berturut-turut 93%, 83%,
70% viabil. Setelah 4 hari penyimpanan,
tertinggi viabilitasnya yaitu 50 % dari
perlakuan 25% EY ekstender PBS
(Tabel 2). Setelah 5, dan 6 hari
penyimpanan, nilai viabilitas tertinggi
yaitu 40 % dan 10%, berturut-turut dari
perlakuan 15%EYPBS (Tabel 2). Hasil
analisis membuktikan bahwa secara
sendiri faktor ekstender, EY dan lama
penyimpanan secara sangat nyata
(P<0,01) menentukan, namun tidak ada
interaksi  (P>0,05) antara ekstender
dengan EY dan lama penyimpanan.
Hasil analisis membuktikan bahwa ada
korelasi erat  (koefisien  korelasi
Pearson=0,92) antara motilitas dan

membuktikan bahwa RL dan PBS, juga
T dan PBS berbeda sangat nyata
(P<0,01), RL dan T tidak berbeda nyata
(P>0,05) mennetukan viabilitas, jadi
ekstender terbaik adalah PBS.

Ekstender PBS terbukti paling baik
memelihara motilitas dan viabilitas
spermatozoa perlakuan penyimpanan.
Hasil ini tidak sesuai laporan sebelumnya
bahwa ekstender Tris baik memlihara
spermatozoa sapi (Pratiwi et al, 2007).
Hasil penelitian ini  mengkonfirmasi
laporan Philips (1939) menggunakan
sperma cair yang disimpan 5°C dalam
ekstender PBS yang ditambah dengan
kuning telur mampu mempertahankan
motilitas dan fertilitas spermatozoa sapi,
Schafer dan Holzmann (2000)
menggunaan metode transmigration and
Spermac™ untuk spermatozoa
epididimis kucing menggunakan
ekstender PBS menghasilkan nilai
transmigrasi (pergerakan) spermatozoa
kucing yang lebih baik dibanding dalam
ekstender lain (medium sodium chloride),

juga.



Menurut Devireddy et al. (1999)
untuk preservasi spermatozoa tikus
metode rapid freezing ekstender PBS
dikombinasi dengan kuning telur 15%
mampu memelihara motilitas  dan
viabilitas dengan baik, serta Rifka (1997)
untuk  spermatozoa ikan dengan
ekstender PBS juga. Penambahan
krioprotektan EY secara sangat nyata
(P<0,01) mempengarubhi viabilitas
spermatozoa itik lokal, antar konsentrasi
EY (5, 10, 15, 25%) sama baiknya.

Hasil ini berbeda dari laporan
Pratiwi et al (2007) hanya konsentrasi
10% EY terbaik untuk preservasi
spermatozoa sapi. Hasil penelitian ini
sesuai laporan Graham et al. (2004)
pada spermatozoa gajah (Elevas
maximus) preservasi spermatozoa
dengan penambahan kuning telur pada
empat medium yang berbeda pada

temperatur 4° C menunjukkan secara
nyata (P<0.05) menurunkan viabilitas
spermatozoa setelah dua hari preservasi
dibandingkan tanpa penambahan kuning
telur. Hu et al. (2006) melaporkan Low
Density Lipoproteins kuning telur (LDL)
9% sebagai krioprotektan mampu
menjaga motilitas spermatozoa babi
setelah pembekuan dan thawing.

Argumentasi  Toelihere  (1993)
bahwa kelebihan kuning telur terletak
pada lipoprotein dan lesitin yang

terkandung di dalamnya yang bekerja

mempertahankan dan melindungi
integritas  selubung lipoprotein  sel
spermatozoa. Dengan demikian, EY

efektif untuk memelihara motilitas dan
viabilitas spermatozoa itik lokal pasca
preservasi atau penyimpanan
refrigerator.

Tabel 2. Rataan (+SD) persentase viabilitas spermatozoa itik lokal (Anas platyrhyncos)
selama preservasi dalam refrigerator 5° C dalam medium penyimpanan
kombinasi konsentrasi kuning telur (EY) dengan ekstender Ringer laktat (RL)
atau fris aminomethan (T), atau Phospat Buffer Saline (PBS).

Table 2. Average percentage (£SD) of local duct (Anas platyrhyncos) sperm viability
during preservation at refrigerator 5° C temperature in preservation medium of
egg yolk (EY) concentration combined with extender of Ringer laktat (RL) or fris
aminomethan (T), or Phospat Buffer Saline (PBS).

Perlakuan Lama Penyimpanan (hari)
0 1 2 3 4 5 6
o 98,33 + 8167 + 3333 + 2667 = 1500 =+ 6,67 + 0,67 =
0%EYKT 2,89 2,89 23,09 20,21 17,32 11,55 1,15
5%EYT 9500 + 70,00 + 63,33 + 4167 =+ 2267 + 1667 =+ 3,33
0 5,00 17,32 15,28 29,30 36,67 28,87 5,77
10%EYT 95,00 + 80,00 7500 + 5167 + 26,33 + 20,00 + 6,67%
5,00 +10,00 8,67 24,66 42.16 34,64 11,55
15%EYT 93,33 + 80,00 + 70,00 + 5333 + 2767 + 2000 + 6,67 =+
577 10,00 13,29 27,54 41,00 34,64 11,55
25%EYT 9500 + 76,67 + 63,33 + 5333 + 2467 + 2000 + 3,33 +*
5,00 11,55 15,28 23,09 39,26 34,64 577
0%KPBS 96,67 =+ 71,67 55,00 + 33,33 + 1567 + 10,00 =+ 167 =+
577 +10,41 13,29 15,28 25,42 17,32 2,89
o 98,33 + 90,00 76,67 + 7833 + 4500 + 36,67 * 250+
S%EYPBS 2,89 +0,00 14,43 7,64 35,00 32,15 3,53
o 98,33 + 83,33 + 7667 + 63,33 + 4833 + 33,33 + 10,00
10%EYPBS 2,89 5,77 7,64 29,30 33,29 28,87 10.0
o 96,67 + 86,67 + 7833 + 63,33 + 4833 + 40,00 + 10,00
15%EYPBS 577 2,87 7,64 20,82 33,29 36,64 10,0
9833 + 90,00 + 80,00 *+ 66,33 + 5000 * 36,67 =+ 10,00 =
0 ) ) ) ) ’ ) )
25%EYPBS 5 g7 10,00 10.00 2566 36,05 32,15 100
0%KRL 98,33 + 76,67 + 5500 + 23,33 + 7,00 + 3,33 + 0,00 +
2,89 23,09 27,83 11,55 5,20 2,87 0,00



Perlakuan Lama Penyimpanan (hari)

0 1 2 3 4 5 6
o 93,33 + 90,00 + 63,33 + 43,33 + 2167 =+ 6,67 0,00 +
S%EYRL 2,87 17,32 5,77 20,82 14,43 +5,77 0,00
o 98,33 + 93,00 + 7500 + 50,00 + 28,33 =+ 6,67 + 0,00 +
10%EYRL 5 89 1127 1320 17.32 2021 5.77 0,00
o 96,67 9167 + 7833 + 56,67 + 3333 + 10,00 + 0,00 =+
1S%EYRL 1577 1041 764 1528 2082 1000 0,00
o 100,00 + 93,33 + 8333 + 70,00 + 26,67 =+ 0,00 + 0,00 =
25%EYRL 4 00 1155 1155 2646 1528 0,00 0,00
Bahwa lama penyimpanan terbukti buatan menggunakan semen cair yang
secara sangat nyata (P<0,01) diperoleh penelitian ini.
menurunkan motilitas dan viabilitas
spermatozoa, semakin lama waktu Simpulan
preservasi semakin menurun nilai o
motilitas dan viabilitas spermatozoa itik Ekstend(.ar PE’S secara sendiri ataq
lokal Hasil penurunan kualitas dengan kombinasi berbagai konsentrasi
' : kuning telur yang diujikan (5, 10, 15, dan
spermatozoa  pasca  penyimpanan 25%)9 tergaikg antuk ( il
diakibatkan oleh akumulasi asam laktat . y
hasil proses metabolisme sel selama ;S)?aez‘;/n:haytgzgs) teﬂéerattﬂ?kalrefrig(eéth?
penyimpanan,_ menghasilka_n _kondisi (5°C) hingga 6 hari Semakin lama
medium penyimpanan menjadi asam, penyimpanan semékin menurunkan

bersifat racun, menyebabkan kematian
spermatozoa sesuai argumentasi
Sugiarti et al (2004). Argumentasi Setiadi
dan Julizar (2001) bahwa penurunan
motilitas spermatozoa pasca preservasi
yang lama diakibatkan oleh menurunnya
zat makanan dan pengaruh zat toksik
hasil sampingan dari proses
metabolisme spermatozoa. Argumentasi
Rizal et al. (2003) bahwa motilitas
spermatozoa sangat bergantung pada
suplai energi berupa adenosin
triphosphate (ATP) hasil dari proses
metabolisme sel. Jadi, semakin lama
waktu preservasi, ketersediaan makanan
dalam medium semakin berkurang,
menjadi penyebab menurunnya motilitas
dan viabilitas spermatozoa itik lokal.
Banyaknya spermatozoa yang mati
selama proses preservasi dapat berubah
menjadi racun bagi spermatozoa yang
masih hidup sesuai Soler et al (2003).
Oleh karena itu kualitas spermatozoa
makin menurun seiring lama waktu
penyimpanan. Perlu dilakukan
pengamatan morfologi dan penghitungan
konsentrasi spermatozoa. Penting juga
dilakukan uji coba untuk mengetahui
fertilitas spermatozoa itik lokal (Anas
platyrhyncos) pasca preservasi hasil
penelitian ini dalam upaya inseminasi

kualitas spermatozoa itik lokal. Untuk
dimanfaatkan dalam inseminasi buatan,
spermatozoa penyimpanan 3 hari atau 4
hari terbaik diujicoba.
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