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ABSTRAK

Penelitian ini berjudul Pengaruh Sentrifugasi Gradien Densitas Percoll dan Lama Inkubasi
Terhadap Morfometri dan Membran Plasma Utuh Hasil Sexing Spermatozoa Kambing
Peranakan Etawah. Tujuan penelitian dilakukan untuk mengkaji interaksi gradien percoll dan
lama inkubasi terhadap morfometri dan Membran Plasma Utuh (MPU) hasil separasi seks
kambing Peranakan Etawah (PE). Materi yang digunakan untuk penelitian yaitu semen
kambing Peranakan Etawah (PE) jantan sebanyak 2 ekor dengan umur 3-4 tahun. Rancangan
penelitian dilakukan menggunakan Rancangan Acak Kelompok (RAK) pola faktorial 2 x 3
dengan ulangan frekuensi penyadapan sebanyak 3 kali. Hasil analisis variansi perlakuan yang
berpengaruh nyata kemudian dilakukan uji lanjut dengan uji Duncan’s Multiple Range Test
(DMRT). Lokasi penelitian berada di Laboratorium Kesehatan Ternak dan Experimental Farm
Fakultas Peternakan, Universitas Jenderal Soedirman, Purwokerto, Kabupaten Banyumas,
Jawa Tengah. Hasil pengukuran morfometri rata-rata spermatozoa unsexing 30.88 pmz2,
spermatozoa sexing fraksi atas dan fraksi bawah masing-masing 28.44 uym2 dan 32.63 um2.
Hasil dari penelitian keutuhan membran plasma spermatozoa X diperoleh rataan sebesar X1
=66.61% dan X2 = 68.57% sedangkan spermatozoa Y diperoleh rataan sebesar Y1 = 64,87%
dan Y2 = 66.96%. Hasil perhitungan statistic dengan uji t-student menunjukkan bahwa
spermatozoa fraksi bawah (X) memberikan perbedaan nyata (P<0,05) lebih besar dibanding
spermatozoa fraksi atas (Y). Berdasaran analisis variansi diperoleh hasil tidak ada interaksi
antara faktor gradien dan lama inkubasi (P>0,05) terhadap morfometri dan Membran Plasma
Utuh (MPU). Faktor gradien berpengaruh nyata (P<0,05) terhadap morfometri fraksi atas (Y)
dan bawah (X), sedangkan faktor gradien dan lama inkubasi masing-masing berpengaruh
nyata (P<0,05) terhadap Membran Plasma Utuh (MPU) fraksi atas (Y) dan bawah (X).
Kesimpulan yang didapat dari penelitian ini yaitu separasi seks menggunakan medium
gradien percoll 45:60% dengan lama inkubasi 30 menit mampu memisah dengan baik
morfometrik spermatozoa fraksi atas (Y) maupun fraksi bawah (X), bahkan diperoleh
persentase membran plasma utuh (MPU) tertinggi baik untuk fraksi atas dan bawah.

Kata kunci : seks separasi, percoll, lama inkubasi, morfometri, MPU, kambing PE

ABSTRACT

This research is entitled The Effect of Percoll Density Gradient Centrifugation (SGDP) and
Incubation Length on Morphometry and Intact Plasma Membrane (MPU) Results from Sexing
Spermatozoa of Etawah Crossbreed Goats. The aim of the research was to examine the
interaction of Percoll gradient and incubation time on the morphometry and Intact Plasma
Membrane (MPU) results of sex separation of Etawah Peranakan (PE) goats. The material
used for the research was the semen of 2 male Peranakan Etawah (PE) goats aged 3-4 years.
The research design was carried out using a Randomized Block Design (RAK) with a 2 x 3
factorial pattern with 3 repetitions of the tapping frequency. The results of the variance
analysis of treatments that had a significant effect were then further tested using Duncan's
Multiple Range Test (DMRT). The research location is at the Animal Health and Experimental

Dibawah hak cipta Creative Commons 4.0 CC-BY

187



A N Journal of Vol. 6 No. 2
Animal Science Agustus 2024
ON :and Technology ISSN: 2797-3824 & E-ISSN: 2745-388X

Farm Laboratory, Faculty of Animal Husbandry, Jenderal Soedirman University, Purwokerto,
Banyumas Regency, Central Java. The average morphometric measurement results for
unsexed spermatozoa were 30.88 umz2, sexed spermatozoa in the upper and lower fractions
were 28.44 um2 and 32.63 pm2, respectively. The results of research on the integrity of the
plasma membrane of X spermatozoa obtained an average of X1 = 66.61% and X2 = 68.57%,
whereas integrity plasma membrane Y of Y1 = 64,87% and Y2 = 66.96%. The results of
statistical calculations using the Student's t-test showed that the lower fraction spermatozoa
(X) gave a significantly greater difference (P<0.05) than the upper fraction spermatozoa (Y).
Based on analysis of variance, the results showed that there was no interaction between
gradient factors and incubation time (P>0.05) on morphometry and Intact Plasma Membrane
(MPU). The gradient factor had a significant effect (P<0.05) on the morphometry of the top
(Y) and bottom (X) fractions, while the gradient factor and incubation time each had a
significant effect (P<0.05) on the Intact Plasma Membrane (MPU) fraction top (Y) and bottom
(X). The conclusion obtained from this research is that sex separation using a 45:60% Percoll
gradient medium with an incubation time of 30 minutes was able to separate both upper (Y)
and lower (X) fractions of spermatozoa morphometrically, and even obtained the highest
percentage of intact plasma membrane (MPU), both for the upper and lower fractions.

Key words: sex separation, percoll, incubation time, morphometry, MPU, PE goat

PENDAHULUAN

Kambing Peranakan Etawah (PE) adalah ternak dwiguna penghasil susu dan daging sehingga
disukai peternak Indonesia. Kambing PE adalah salah satu dari tujuh kambing lokal yang telah
dikarakterisasi secara genetik untuk membuka peluang potensi sumber peningkatan kualitas
genetik ternak kambing di Indonesia (Jarmuji et al, 2018). Menurut Alhuur et al. (2022)
peningkatan kebutuhan kambing dengan melakukan impor menyebabkan masalah baru karena
harganya mahal. Salah satu upaya yang dapat dilakukan untuk memaksimalkan produktivitas dan
peningkatan mutu genetik dibutuhkan teknologi yaitu Inseminasi Buatan (IB). Dampak yang
dihasilkan dari penggunaan teknologi IB juga sangat baik, terutama dari sisi efisiensi biaya,
karena dengan penerapan tekonologi IB, peternak khususnya ternak perah tidak perlu lagi
memelihara banyak pejantan di peternakan, teknologi IB juga dapat meningkatkan perbaikan
mutu genetik ternak. Pelaksanaan kegiatan peternakan muncul beberapa permasalahan baru
diantaranya preferensi peternak mengenai jenis kelamin yang dihasilkan oleh induk. Preferensi
yang muncul dari peternak merupakan tantangan baru sehingga dibutuhkan terobosan teknologi
untuk menghasilkan keturunan sesuai dengan kebutuhan peternak yaitu separasi seks. Upaya
tersebut dilakukan untuk meningkatkan produktivitas ternak dengan memanfaatkan teknologi
reproduksi yang memungkinkan pengaturan proporsi normal (rasio alamiah) jantan dengan
betina.

Sentrifugasi Gradient Densitas Percoll (SGDP) merupakan salah satu teknik atau metode yang
umum digunakan dalam pemisahan spermatozoa berdasarkan perbedaan ukuran antara
spermatozoa X dan Y (Susilawati et al, 2017). Proses pemisahan dilakukan menggunakan
perbandingan konsentrasi percoll yang berbeda yaitu 40:55 dan 45:60 berdasarkan hasil
penelitian Fatahillah et al. (2016) yang telah dimodifikasi. Inkubasi dilakukan pada suhu 370C
melalui modifikasi penelitian Anwar et al. (2019) dengan tiga lama inkubasi berbeda yaitu 30, 45,
dan 60 menit. Sentrifugasi menggunakan perlakuan 2.250 rpm selama 5 menit sesuai dengan
penelitian yang telah dilakukan oleh Ama et al. (2017) bahwa perlakuan tersebut memperoleh
hasil optimal dengan proporsi spermatozoa X dan Y paling tinggi dan tingkat motilitas progresif
baik.

Prinsip morfometrik spermatozoa X dan Y yaitu berdasarkan temuan bahwa spermatozoa X
memiliki ukuran lebih besar dibanding spermatozoa Y. Berdasarkan analisis ukuran-ukuran
sperma memungkinkan identifikasi sperma X dan Y sehingga dapat diketahui proporsi kedua

Dibawah hak cipta Creative Commons 4.0 CC-BY

188



AN G Journal of Vol. 6 No. 2

o N Animal Science Agustus 2024
and Technology ISSN: 2797-3824 & E-ISSN: 2745-388X

jenis sperma tersebut (Solihati et al., 2017). Membran plasma berfungsi sebagai pelindung
spermatozoa yang sangat penting dalam proses pembuahan. Membran plasma spermatozoa
dengan integritas baik dapat mempertahankan cairan osmolalitas dalam sel, sehingga ekor
terlihat melingkar atau membengkok. Spermatozoa yang telah mengalami kerusakan dicirikan
dengan ekor yang lurus karena tidak mampu menahan cairan yang masuk ke dalam sel (Arsiwan
etal., 2014).

METODE PENELITIAN

Materi Penelitian

Materi yang digunakan untuk penelitian yaitu semen kambing Peranakan Etawah (PE) jantan
sebanyak 2 ekor dengan umur 3-4 tahun. Bahan yang digunakan meliputi medium percoll, NaCl
fisiologis sebagai pengencer, larutan HOST, dan vaselin. Alat yang digunakan yaitu artificial
vagina/vagina buatan, termos, waterbath, mikroskop, centrifuge, tabung centrifuge, tabung
eppendorf, cover glass, object glass, mikropipet, pipet, glass beaker, spuit, kertas label, stopwach.

Rancangan penelitian akan dilakukan menggunakan Rancangan Acak Kelompok (RAK) pola
faktorial 2 x 3 dengan ulangan frekuensi penyadapan sebanyak 3 kali dan terdiri dari 2 faktor
yaitu faktor gradien (G) dan faktor lama inkubasi (T).

Teknik Pengukuran
Morfometri

Penghitungan morfometri dilakukan menggunakan rumus sebagai berikut (Solihati et al.,
2017):
LKS=(0,8988xPxL)-1,63
Keterangan :
LKS :Luas Kepala Spermatozoa
0,8988 : faktor koreksi yang dibangkitkan dari data yang ada dengan menerapkan metode
integral untuk menentukan luas kepala spermatozoa dari setiap satuan ukuran dan metode
regresi untuk menentukan hubungan ukuran panjang dan lebar dengan luas kepala spermatozoa
P : Panjang kepala spermatozoa
L : Lebar kepala spermatozoa
1,63 :Nilai konstanta regresi

Membran Plasma Utuh (MPU)
Persentase MPU spermatozoa ditentukan dengan metode Osmotic Hypoosmotic Swelling Test
(HOST) melalui penghitungan persentase spermatozoa yang memiliki membran plasma utuh.

Penghitungan MPU dilakukan dengan menggunakan rumus sebagai berikut (Hardyastuti et al.,
2023):

Persentase MPU =

Jumlah sperma dengan membran plasma utuh

x 100%

Total sperma

Analisis Data

Data yang diperoleh dianalisis menggunakan analisis variansi (ANAVA) dan dilanjutkan uji
lanjut dengan uji Duncan’s Multiple Range Test (DMRT). Untuk mengetahui perbedaan fraksi atas
dan fraksi bawah dilakukan uji t-student tidak berpasangan (un-equal).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pemeriksaan Awal Spermatozoa Segar secara Makroskopis dan Mikroskopis
Hasil pemeriksaan awal spermatozoa secara makroskopis dan mikroskopis tertera pada
Tabel 1.
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Tabel 1. Pemeriksaan Awal Spermatozoa secara Makroskopis dan Mikroskopis

No Karakteristik Hasil

1 Volume (ml) 1,25+0,5
2 Warna Putih kekuningan
3 Konsistensi Kental

4 pH 7,00 £ 0,00
5 Aroma Khas

6 Motilitas (%) 84,73 +0,72
7 Morfometri (um?2) 30,83+49
8 Viabilitas (%) 87,92 +2,18
9 Abnormalitas (%) 5,60 +0,36
10 Membran Plasma Utuh (MPU) (%) 76,42 + 2,83

Hasil pemeriksaan awal spermatozoa berdasarkan Tabel 1 diperoleh bahwa volume semen
yang dihasilkan dari kambing PE rata-rata 1,25 * 0,5 ml. Warna dan konsistensi memiliki korelasi
yang positif, apabila warna yang diperoleh pekat maka konsistensi yang dihasilkan kental. Hal
tersebut sesuai dengan pendapat Mokoagow et al. (2021) yang menyatakan bahwa konsistensi,
warna dan konsentrasi berkaitan satu sama lainnya. pH hasil penelitian memiliki nilai 7 yang
menunjukkan semen netral. Aroma semen yang dihasilkan dalam penelitian normal, yaitu berbau
khas.

Motilitas individu sebesar 84,73+0,72% yang diperoleh dalam penelitian menunjukkan nilai
baik. Hal tersebut sesuai dengan pendapat Zaenuri et al. (2021) yang menyatakan bahwa
berdasarkan Standar Nasional Indonesia (SNI) minimal motilitas individu semen segar untuk
diproses lebih lanjut adalah 70%. Hasil yang diperoleh dalam penelitian mendapatkan ukuran
luas kepala spermatozoa kambing PE sebesar 30,83 pm2. Lailiyah et al. (2018) berpendapat
bahwa klasifikasi spermatozoa pembawa kromosom X dan Y dapat dilakukan berdasarkan
morfometri kepala spermatozoa, yaitu dengan mengukur panjang dan lebarnya. Rata - rata
persentase viabilitas dan abnormalitas semen segar adalah 87,92 * 2,18% dan 5,60 * 0,36%.
Hasil pemeriksaan Membran Plasma Utuh (MPU) yang didapatkan 76,42 * 2,83%, hasil tersebut
lebih rendah dibandingkan dengan laporan Ariantie et al. (2014) yaitu 78,43+3,88%. Rizal et al.
(2015) menyatakan bahwa semen segar yang memenuhi syarat untuk diolah dan dimanfaatkan
dalam program IB memiliki persentase MPU semen segar 60%, sedangkan yang kurang dari 60%
dikategorikan sebagai semen yang infertil.

Morfometri Spermatozoa Kambing PE
Hasil morfometri spermatozoa kambing PE tertera pada Gambar 1.

40 30,83 28,44 32,63

.2l m N

w —_

=~ 0

O E . .

<L X Kontrol Fraksi Atas (Y) Fraksi Bawah (X)

@)

= Unsexing Sexing
SPERMATOZOA

Gambar 1. Morfometri Spermatozoa Unsexing dan Sexing
Hasil pengukuran morfometri berdasarkan Gambar 1 diperoleh bahwa spermatozoa pada
perlakuan kontrol memiliki ukuran rata-rata 30,83 + 4,9 um2. Lailiyah et al. (2018) menyatakan
bahwa ukuran kepala spermatozoa dapat dijadikan acuan untuk mengidentifikasi kromosom
penentu jenis kelamin X maupun Y. Selanjutnya dinyatakan bahwa ukuran kepala spermatozoa
pada kambing Sapera memiliki luas sebesar rata-rata 29 umz2. Perhitungan morfometri setelah
separasi seks menunjukkan bahwa rata-rata luas kepala spermatozoa Y yang terdapat pada fraksi
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atas sebesar 28.44 pm?2 lebih kecil dari spermatozoa X pada fraksi bawah yaitu 32,63 um2. Hasil
yang diperoleh lebih kecil dari ukuran spermatozoa penelitian yang dilakukan oleh Sudarma et
al. (2014) dengan ukuran luas kepala 34,45um2.

Berdasarkan hasil uji t student terhadap morfomerti spermatozoa hasil separasi seks pada
kambing PE dengan medium Percoll, ternyata spermatozoa pada fraksi bawah (X) memiliki
ukuran yang nyata (P<0.05) lebih besar dibandingkan spermatozoa pada fraksi atas (Y). Hal ini
sejalan dengan pendapat Sudarma et al. (2014) dan Lailiyah et al. (2018). Hal tersebut didukung
oleh pendapat Dasrul (2013) yang menyatakan bahwa teknik SGDP mampu memisahkan
permatozoa berdasarkan jenis kelaminnya.

a. Morfometri Spermatozoa Fraksi Atas (Y)
Hasil morfomerti spermatozoa fraksi atas (Y) tertera pada Gambar 2.

29 28,76

28,5 28,12

. 1N
27,5

40:55 GRADIEN (%) 45:60

MORFOMETRI
(um2)

Gambar 2. Hasil Morfometri Spermatozoa Fraksi Atas Berdasarkan Medium Percoll

Hasil pengukuran morfometri fraksi atas memiliki rata-rata 28,44 + 0,74 pm2 lebih kecil
dibandingkan morfometri kambing PE kontrol (30.83 umz2) yang unsexing. Ukuran ini relatif
lebih kecil dibandingkan rata-rata spermatozoa fraksi atas pada Kambing Sapera 29 pum?2
(Lailiyah et al., 2018) maupun pada Babi 34.45 uym2 (Sudarma et al., 2014). Hasil analisis variansi
menunjukkan bahwa tidak terjadi interaksi yang nyata (P>0.05) antara faktor gradien dan lama
inkubasi maupun lama waktu inkubasi (P>0.05) terhadap morfometri fraksi atas. Namun faktor
gradien menunjukkan pengaruh hasil yang nyata (P<0,05). Berdasarkan Uji lanjut Duncan’s
Multiple Range Test (DMRT) ternyata morfometri spermatozoa g1 (28,12 pm2) nyata (P<0.05)
lebih kecil dibandingkan dengan morfometri spermatozoa g2 (28,76 um2). Ini berarti untuk
memperoleh morfometri spermatozoa Y fraksi atas yang lebih kecil maka sebaiknya
menggunakan gradien percoll g1 dengan perbandingan 40:55% dengan waktu inkubasi 30
sampai 60 menit.

b. Morfometri Spermatozoa Fraksi Bawah (X)
Hasil morfomerti spermatozoa fraksi bawah (X) tertera pada Gambar 3.

34,00 33,14
32,12
S < 32,00
o E
S £ 30,00 =
40,55 Gradien 45,60

Gambar 3. Hasil Morfometri Spermatozoa Fraksi Bawah

Hasil pengukuran morfometri fraksi bawah memiliki rata-rata 32,63 + 0,98 um2 lebih besar
dibandingkan morfometri kambing PE kontrol (30.83 pm2) yang unsexing. Ukuran ini relatif
lebih besar dibandingkan rata-rata spermatozoa pada Kambing Sapera 29 um?2 (Lailiyah et al.,
2018) dan lebih kecil dibandingkan pada Babi 34,45 pum2 (Sudarma et al., 2014). Hasil analisis
variansi menunjukkan bahwa tidak terjadi interaksi yang nyata (P>0.05) antara faktor gradien
dan lama inkubasi maupun lama waktu inkubasi (P>0.05) terhadap morfometri fraksi bawah.
Namun faktor gradien menunjukkan pengaruh yang nyata (P<0,05). Berdasarkan Uji lanjut
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Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) ternyata morfometri spermatozoa g2 (33,14 um2) nyata
(P<0.05) lebih besar dibandingkan dengan morfometri spermatozoa gl (32,12 um2). Ini berarti
untuk memperoleh morfometri spermatozoa X fraksi bawah yang lebih besar maka sebaiknya
menggunakan gradien percoll g2 dengan perbandingan 45:60% dengan waktu inkubasi 30
sampai 60 menit.

Membran Plasma Utuh (MPU) Spermatozoa Kambing PE
Hasil Membran Plasma Utuh (MPU) Spermatozoa Kambing PE tertera pada Gambar 4.

100 76,42 65,92 67,59
2 i m »
£ o
2 Kontrol Fraksi Atas (Y) Fraksi Bawah (X)
E Unsexing Sexing

SPERMATOZOA

Gambar 4. Perbandingan MPU Spermatozoa Unsexing dan Setelah Sexing

Berdasarkan Gambar 4 ternyata terjadi penurunan persentase MPU spermatozoa unsexing
sebagai kontrol (76,42%) menjadi MPU spermatozoa sexing pada fraksi atas (65,92%) dan fraksi
bawah (67,59%) masing-masing sebesar 15,93 dan 13,06%. Diduga penurunan persentase MPU
spermatozoa akibat terjadinya proses sexing, karena kerusakan mekanik akibat gesekan antara
spermatozoa dengan permukaan alat selama proses sexing. Sesuai dengan pendapat Putri et al.
(2015) bahwa proses sentrifugasi dalam sexing dapat mengakibatkan fosfolipid pada membran
spermatozoa terlepas akibat gaya sentrifugal. Dinyatakan juga oleh Priyanto et al. (2022) bahwa
penurunan persentase nilai MPU disebabkan oleh paparan zat beracun yang bersumber dari
spermatozoa mati maupun dari proses sentrifugasi yang kurang optimal diduga memicu
peningkatan Reactive Oxygen Species (ROS) dari sisa hasil metabolisme spermatozoa karena
proses sentrifugasi yang belum berjalan baik.

a. Membran Plasma Utuh Fraksi Atas

70,00 66,96
64,87
< 65,00
: m B
% 60,00
40,55 45,60

B GRADIEN (%)

Gambar 5. Gradien MPU Fraksi Atas

Hasil pengamatan MPU fraksi atas memiliki rata-rata 65,92 * 1,71% lebih besar dibandingkan
rata-rata persentase spermatozoa Y pada sapi Simmental 57,72 + 3,2% (Priyanto et al. (2022).
Persentase MPU fraksi atas 65,92 + 1,71% sudah layak digunakan untuk IB. Hal tersebut sejalan
dengan pendapat Yulnawati dan Setiadi (2005) bahwa kualitas semen untuk IB dikatakan layak
jika memenuhi standar minimal 40% untuk motilitas progresif dan 60% untuk MPU. Hasil
analisis variansi menunjukkan bahwa tidak terjadi interaksi yang nyata (P>0.05) antara faktor
gradien dan lama inkubasi. Namun medium gradien dan lama waktu inkubasi masing-masing
memiliki pengaruh yang nyata (P<0.05) terhadap MPU fraksi atas.

Berdasarkan Gambar 5 hasil Uji lanjut Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) menunjukkan
bahwa Membran Plasma Utuh (MPU) pada gradien (g2) 45:60 memiliki persentase spermatozoa
(66,96%) nyata (P<0.05) lebih tinggi dibandingkan gradien (g1) 45:60 (64,87%). Dengan
demikian untuk memperoleh persentase MPU yang tinggi pada fraksi atas (Y) sebaiknya
menggunakan medium percoll dengan gradien 45:60%. Ini berarti banyaknya persentase

Dibawah hak cipta Creative Commons 4.0 CC-BY

192



AN G Journal of Vol. 6 No. 2

o N Animal Science Agustus 2024
and Technology ISSN: 2797-3824 & E-ISSN: 2745-388X

keutuhan membran plasma pada gradien 45:60 pada fraksi atas menandakan bahwa
spermatozoa Y memiliki motilitas yang baik selama proses separasi seks. Semakin tinggi
persentase keutuhan membran plasma maka kualitas spermatozoa dapat dikatakan baik. Hal
tersebut sesuai dengan pendapat Thesia (2015) yang menyatakan bahwa daya hidup
spermatozoa sangat bergantung pada kondisi membrannya. Semakin baik keutuhan membran
plasma spermatozoa maka daya hidup spermatozoa memiliki peluang lebih tinggi.

Uji lanjut Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) menunjukkan bahwa Membran Plasma Utuh
(MPU) spermatozoa fraksi atas (Y) pada lama inkubasi 30 menit t1 (68%) nyata (P<0.05) lebih
tinggi dibandingkan lama inkubasi t2 (65,29%) dan t3 (64,42%). Adapun MPU spermatozoa pada
lama inkubasi t2 dan t3 tidak menunjukkan perbedaan yang nyata (P>0.05) pada fraksi atas
seperti terlihat pada Gambar 6.

70

68
. 65,29 64,42
o [ ] [ ]

t1=30 t2=45 t3=60
B LAMA INKUBASI (MENIT)
Gambar 6. Lama Inkubasi MPU Fraksi Atas

Berdasarkan Gambar 6 penurunan MPU spermatozoa pada perlakuan waktu inkubasi yang
lebih lama disebabkan oleh konsumsi energi selama proses metabolisme. Hariono et al. (2017)
menyatakan bahwa membran plasma berfungsi sebagai pengatur dan pelindung aktivitas
organel-organel yang terdapat dalam sel. Penurunan membran plasma secara signifikan seiring
dengan penambahan waktu inkubasi ini diduga akibat konsumsi oksigen yang terlalu banyak
sehingga terjadi proses peroksidasi lipid selama waktu inkubasi.
Berdasarkan hasil di atas secara keseluruhan menunjukkan bahwa untuk memperoleh
persentase MPU spermatozoa yang tinggi pada fraksi atas sebaiknya dilakukan sexing
menggunakan medium percoll g2 (45:60) dengan lama waktu inkubasi t1 (30 menit).

MPU (%)

b. Membran Plasma Utuh Fraksi Bawah

Hasil pengukuran membran plasma utuh (MPU) fraksi bawah memiliki rata-rata 67,59 + 1,51
%. Berdasarkan hasil diketahui bahwa rataan persentase membran plasma utuh spermatozoa
memiliki angka terendah 61,25% dan tertinggi 70,77 %. Hasil tersebut lebih rendah dibandingkan
dengan hasil yang diperoleh oleh Tambing et al. (2000) setelah ditambahkan berbagai dosis
gliserol sesudah dilakukan pengenceran menunjukkan persentase MPU 72,83 + 2,24% hingga
73,46 + 4,63%. Persentase MPU yang diperoleh dalam penelitian dapat digunakan untuk standar
IB. Hal tersebut sesuai dengan pendapat Rizal et al. (2016) yang menyatakan bahwa untuk
memenuhi standar IB, semen harus mengandung minimum 40% spermatozoa motil. Perbedaan
persentase spermatozoa dalam proses seks separasi dapat terjadi karena rusaknya membran
plasma spermatozoa. Perubahan tekanan osmotik pada plasma semen mejadi salah satu faktor
yang dapat merusak spermatozoa dengan cara menurunkan permeabilitas membrane sel,
sehingga menggaggu fungsi seluler. Dasrul (2013) menyatakan bahwa menurunnya persentasae
MPU spermatozoa kambing setelah dilakukan sexing dengan metode SGDP karena pengaruh
mekanis yang terjadi saat permukaan membran spermatozoa dengan partikel percoll atau
dinding tabung saling bergesekan sehingga menyebabkan perubahan bentuk pada lapisan
pelindung di bawah membran sel sperma, yang mengganggu fungsi sel.
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Hasil analisis variansi menunjukkan bahwa tidak terjadi interaksi yang nyata (P>0.05) antara
faktor gradien dan lama inkubasi. Namun medium gradien dan lama waktu inkubasi masing-
masing memiliki pengaruh yang nyata (P<0.05) terhadap MPU fraksi bawabh.

40 68,57
ey 66,61
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65 B GRADIEN
40,55 45,60

Gambar 7. Gradien MPU Fraksi Bawah

Berdasarkan Gambar 7 hasil Uji lanjut Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) ternyata MPU
spermatozoa fraksi bawah pada medium percoll 45:60 (g2) yaitu 68,57% sangat nyata lebih
tinggi dibandingkan medium percoll (g1) sebesar 66,61%. Ini berarti bahwa untuk memperoleh
MPU spermatozoa tertinggi pada fraksi bawah sebaiknya digunakan medium percoll 45:60 (g2).
Hal ini sesuai dengan pendapat Arsiwan et al. (2014) bahwa perbedaan konsentrasi medium yang
digunakan pada spermatozoa dapat mempengaruhi perbedaan persentase membran plasma
utuh. Berdasarkan Uji lanjut Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) menunjukkan bahwa MPU
spermatozoa fraksi bawah (X) pada lama inkubasi 30 menit t1 (69,16%) nyata (P<0.05) lebih
tinggi dibandingkan lama inkubasi t3 (65,79%), namun tidak bebeda nyata (P>0.05) dengan t2
(67,81%). Adapun MPU spermatozoa pada lama inkubasi t2 dan t3 tidak menunjukkan
perbedaan yang nyata (P>0.05) pada fraksi bawah seperti terlihat pada Gambar 8. Ini berarti
bahwa untuk memperoleh MPU spermatozoa yang tinggi pada fraksi bawah sebaiknya digunakan
lama waktu inkubasi t1 (30 menit).

70 S4i6 67,81
65,79
X
5 . .
s 60
t1=30 t2=45 t3=60

B LAMA INKUBASI (MENIT)

Gambar 8. Lama Inkubasi MPU Fraksi Bawah

Berdasarkan Gambar 8 terjadi penurunan MPU spermatozoa fraksi bawah sejalan dengan
peningkatan lama waktu inkubasi. Hal ini sesuai dengan pendapat Wattimena (2006)
menyatakan bahwa penurunan integritas membran plasma seiring bertambahnya waktu
inkubasi dipengaruhi oleh faktor umur hidup dan kekuatan membran plasma spermatozoa.

Berdasarkan hasil di atas secara keseluruhan menunjukkan bahwa untuk memperoleh
persentase MPU spermatozoa yang tinggi pada fraksi bawah sama halnya seperti fraksi atas
sebaiknya dilakukan sexing menggunakan medium percoll g2 (45:60) dengan lama waktu
inkubasi t1 (30 menit).

KESIMPULAN DAN SARAN

Morfometrik spermatozoa unsexing lebih besar dibandingkan morfometrik spermatozoa
sexing pada fraksi atas (Y) dan lebih kecil dibandingkan dengan morfometrik spermatozoa sexing
fraksi bawah. Sexing menggunakan medium gradien percoll 40:55% mampu memisahkan dengan
baik morfometrik spermatozoa fraksi atas (Y), sedangkan gradien 45:60% dengan lama inkubasi
30 menit mampu memisah dengan baik morfometrik spermatozoa fraksi bawah (X), bahkan
diperoleh persentase membran plasma utuh (MPU) tertinggi baik untuk fraksi atas dan bawah.
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