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Abstrak. Penggunaan pengencer dalam produksi semen beku dapat memengaruhi pola gerak (kinematik)
sperma. Penelitian ini bertujuan untuk membandingkan karakteristik kinematik sperma semen beku sapi
Aceh dalam dua jenis pengencer yang berbeda. Sampel semen beku diperoleh dari Balai Besar Inseminasi
Buatan (BBIB) Singosari dan Balai Inseminasi Buatan (BIB) Lembang. Samplel semen beku dari lima ekor
sapi Aceh jantan, dua ekor menggunakan pengencer Tris Kuning Telur (TKT) dan tiga ekor menggunakan
pengencer skim kuning telur (SKT) masing-masing 5 batch produksi dan 10 straw per batch. Semen beku
di-thawin dalam suhu 37°C selama 30 detik. Semen dikeluarkan dari straw dan disimpan dalam tabung
mikro dan diletakkan pada dry bath (37°C). Semen yang telah dethawing diambil sebanyak 10 ul dan
diencerkan dengan 50 ul Phosphate Buffer Saline (PBS), kemudian dihomogenkan dan diambil sebanyak 4
uL diletakkan di atas gelas objek, ditutup dengan gelas penutup. Sampel dievaluasi menggunakan computer
assisted semen analysis (CASA; Sperm Vision, Minitube Germany). Kinematik sperma yang diuji adalah
VAP (um/s), VCL (um/s), VSL (um/s), STR (%), LIN (%), WOB (%), ALH (um), BCF (Hz)DAP (um/s),
DCL (um/s), DSL (um/s). Hasil menunjukkan jarak tempuh sperma (DAP, DCL, DSL), dan kecepatan
pergerakan sperma (VAP, VCL, VSL) signifikan (p<0,05) lebih tinggi pada semen beku dalam pengencer
TKT dibandingkan dengan pengencer SKT. Parameter kinematik sperma yang lain (STR, LIN, WOB, ALH,
dan BCF) tidak menunjukkan perbedaan. Penelitian menyimpulkan sperma semen beku dalam pengencer
TKT menunjukkan nilai kinematik lebih tinggi pada beberapa variabel dibandingkan dengan pengencer
SKT.

Kata kunci: CASA, kinematik, pengencer, sapi aceh, semen beku.

Abstract. Semen diluent affects the movement pattern (kinematics) of sperm. The aim of this study is to
compare the kinematic properties of frozen semen from Aceh cattle in two different types of diluents. Frozen
semen samples were obtained from the Artificial Insemination Center in Singosari and the Artificial
Insemination Center in Lembang. Frozen semen samples from five Aceh bulls, two using egg yolk tris
diluent (TKT) and three using egg yolk skim milk diluent (SKT) with 5 production batches each and 10
straws per batch. Frozen semen was thawed at 37°C for 30 seconds. Semen was removed from the straw,
stored in microtubes and placed in a dry bath (37°C). Thawed semen was collected in a volume of 10 pl and
diluted with 50 ul of phosphate buffer solution (PBS), then homogenized and transferred in a volume of 4
ul to a slide covered with a coverslip. The samples were analysed using computer-assisted sperm analysis
(CASA; Sperm Vision, Minitube Germany). The results showed that sperm movement distance (DAP,
DCL, DSL) and sperm movement velocity (VAP, VCL, VSL) were significantly (p<0.05) higher in semen
frozen in TKT diluent compared to SKT diluent. Other sperm kinematic parameters (STR, LIN, WOB, ALH
and BCF) showed no difference. ALH values were 4.44 and 5.01 um, less than 7 pm indicating sperm
hyperactivation. The study concluded that sperm frozen in TKT dilution showed higher kinematic values
for several variables than in SKT dilution and no evidence of hyperactivation.
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PENDAHULUAN

Kinematik sperma adalah pola gerak sperma yang dapat dievaluasi dengan computer assisted semen
analysis (CASA). Computer assisted semen analysis akan menangkap urutan gambar dari setiap sel sperma,
kemudian, sistem akan menggunakan algoritma untuk melacak lintasan sel, sehingga menggambarkan
pergerakannya (Amann dan Waberski 2014). Kinematik sperma dari hasil evaluasi menggunakan CASA
antara lain total motility, progressive motility velocity average path (VAP); velocity curvilinear (VCL):
velocity straight line (VSL); distance average path (DAP); distance curve linear (DCL); distance straight
line (DSL); straightness (STR); linearity (LIN); wobble (WOB); amplitude of lateral head (ALH) dan beat
cross frequency (BCF).

Penelitian sebelumnya menyatakan bahwa teknik evaluasi motilitas sperma menggunakan
mikroskop biasa tidak akurat dan tidak tepat dalam memprediksi fertilitas sperma (Broekhuijse et al. 2011).
Balai Inseminasi Buatan (BIB) di Indonesia sebagian telah memiliki CASA sehingga penilaian semen lebih
objektif. Indikator dari kinematik sperma beberapa berhubungan dengan kemampuan sperma dalam
membuabhi sel telur (Broekhuijse et al. 2012; Oliveira etal. 2013; Nagy et al. 2015). Korelasi antara fertilitas
sapi jantan dan parameter kecepatan sel sperma telah dilaporkan oleh Nagy et al. (2015). Hasilnya
menunjukkan terdapat korelasi yang erat dengan signifikansi yang tinggi untuk masing-masing kecepatan
sperma (VCL, VSL, VAP) dan terbukti untuk indikator non-return rate pada hari ke 30 dan pregnancy rate
hari ke 75.

Beberapa faktor eksternal dapat memengaruhi penilaian motilitas dan kinematik sperma, antara lain
suhu saat mengevaluasi semen (Viquez et al. 2021). Oleh karena itu mikroskop harus dilengkapi heating
table. Faktor lain yang memengaruhi kinematik sperma adalah bahan pengenceran yang digunakan
(Buyukleblebici et al. 2014). Kekentalan bahan pengencer semen akan memengaruhi kinematik sperma
terutama dalam beberapa variabel kecepatan sperma bergerak seperti VCL, VSL, VAP. Bahan pengencer
untuk pembekuan semen sapi terdapat beberapa macam, antara lain pengencer skim kuning telur (Arif et al.
2021), Tris kuning telur (Baharun et al. 2017) dan pengencer komersial (Amal et al. 2019; Tahar et al.
2022). Bahan-bahan pengencer tersebut mempunyai kekentalan/ viskositas yang berbeda, bergantung bahan
yang terkandung didalamnya.

Bahan pengencer semen harus mengandung buffer, anti cold-shock dan antibiotik. Pengencer susu
skim biasanya tetap ditambahkan kuning telur ke dalamnya, meskipun dalam jumlah yang kecil. Tris kuning
telur (TKT) memiliki kandungan yang relatif lengkap seperti Tris (hydroxymethyl aminometan), asam sitrat,
dan fruktosa. Fruktosa merupakan gula sederhana sebagai sumber karbohidrat untuk energi dalam
menjalankan fungsi fisiologik sel (Naing et al. 2010). Penelitian ini bertujuan untuk membandingkan

karakteristik kinematik sperma semen beku dari sapi aceh dalam dia pengencer berbeda.
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METODE PENELITIAN
Tempat dan Waktu

Penelitian telah dilaksanakan pada bulan Februari sampai dengan September 2023 di Laboratorium
Karakterisasi Sel Hewan, Gedung Genomik, Badan Riset dan Inovasi Nasional (BRIN), Bogor, di
Laboratorium produksi Balai BIB Lembang Bandung Jawa Barat dan di Balai BIB Singosari, Malang Jawa
Timur. Penelitian ini telah mendapat persetujuan dari Komisi Etik Hewan BRIN. (Nomor:
094/KE.02/SK/05/2023).

Koleksi Semen Beku
Semen beku dari pejantan sapi Aceh diperoleh dari BIB Lembang yang menggunakan pengencer
susu skim (3 ekor) dan BBIB Singosari yang menggunakan tris kuning telur (2 ekor). Sample semen beku

masing-masing diambil 5 batch produksi per ekor dan 10 straw per batch.

Thawing
Straw satu persatu di-thawing menggunakan water bath suhu 37°C selama 30 detik, kemudian

dimasukkan ke dalam mikrotub dan disimpan pada suhu 37°C.

Pengujian Kinematik sperma

Kinematik sperma yaitu motilitas total (%), motilitas progresif (%), DAP (um/s), DCL (um/s), DSL
(um/s), VAP (umy/s), VCL (umv/s), VSL (um/s), STR (%), LIN (%), WOB (%), ALH (um), BCF (Hz)
diamati secara objektif menggunakan CASA (Oliveira et al. 2013). Semen yang telah di-thawing sebanyak
10 ul diencerkan dengan 50 ul Phosphate Buffer Saline (PBS), kemudian dihomogenkan. Sebanyak 4 ul
dari larutan tersebut diletakkan di atas gelas objek dan ditutup dengan gelas penutup. Preparat selanjutnya
diamati menggunakan CASA (Spermvision™ 3.7.8, Minitube, Germany) dilengkapi warmer stage suhu
37°C. Kinematik sperma diamati sebanyak 4 lapang pandang, sekitar 1000 sperma dikalkulasi untuk setiap
variabel (Maulana et al, 2021).
Analisis data

Normalitas data penelitian diuji menggunakan uji Shapiro dan Wilk, serta homogenitas data
menggunakan uji Levene. Data selanjutnya diuji menggunakan uji T dengan bantuan soft ware Minitab 18.1
(Minitab, Inc. USA).
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Tabel 1. Deskripsi kinematik sperma oleh CASA

Parameter Uraian

DCL (distance curve linear; um/detik) jarak yang dapat ditempuh oleh sperma dalam satu menit
pada lintasan curva.

DSL (distance straight line; pm/detik) jarak yang dapat ditempuh oleh sperma dalam satu menit
pada lintasan lurus

DAP (distance average path;um/detik) jarak yang dapat ditempuh oleh sperma dalam satu menit
pada lintasan rata-rata alur

VCL (velocity curvilinear pm/detik) kecepatan pergerakan sperma pada jalur melengkung

VSL (velocity straight line pm/detik) kecepatan pergerakan sperma pada jalur lurus

VAP (velocity average path um/detik) kecepatan rata-rata sperma, yang dihitung dengan membagi
panjang alur dengan waktu tempuhnya

LIN (linearity %) kelurusan jalur kurva linier. Nilai LIN diperoleh dengan
membagi VSL/VCL x 100

STR (straightness %) kelurusan rata-rata jalur spasial. Nilai STR diperoleh
dengan VSL/VAP x 100.

WOB (wobble %) pengukuran osilasi lintasan aktual. Nilai WOB diperoleh
dengan VAP/VVCL x100.

ALH (amplitude of lateral head pm) lebar osilasi kepala saat sperma bergerak

BCF (beat cross frequency Hz) frekuensi di mana kepala sperma bergerak di lintasan

mereka melintasi jalan mereka.

(Santoso et al 2023)
HASIL DAN PEMBAHASAN

Kinematik sperma semen beku setelah thawing pada sapi Aceh menggunakan dua pengencer
berbeda dapat dilihat pada Tabel 2.

Penelitian ini menunjukkan variabel kinematik sperma khususnya pada motilitas progresif, jarak
tempuh sperma (DAP, DCL, DSL), dan kecepatan pergerakan sperma (VAP, VCL, VSL) signifikan
(p<0,05) lebih tinggi pada sperma semen beku dalam pengencer TKT dibandingkan dengan pengencer SKT.
Variabel kinematik sperma yang lain (STR, LIN, WOB, ALH, dan BCF) tidak menunjukkan perbedaan
(Tabel 2).

Motilitas sperma progresif merupakan sifat yang sangat penting dan berkaitan dengan kemampuan
fertilitas, dan menjadi salah satu control kualitas dalam menentukan dosis inseminasi sebelum dan sesudah
thawing (Puglisi et al. 2012). Motilitas sperma progresif juga berkorelasi positif dengan kemampuan
fertilitas pejantan (Gebreyesus et al. 2021). Motilitas sperma total pada penelitian ini tidak berbeda
(p>0,05), namum motilitas sperma progresif dalam pengencer TKT lebih tinggi dibandingkan dengan
sperma dalam pengencer SKT. Pengencer TKT meskipun menunjukkan motilitas progresif yang lebih
tinggi, namun keduanya masih sesuai dengan persyaratan mutu semen beku dalam SNI semen beku yaitu >
40%.

Kinematik sperma khususnya pada jarak tempuh dan kecepatan pergerakan sperma menunjukkan

adanya perbedaan yang nyata (p<0,05). Hasil ini menunjukkan sperma dalam pengencer SKT lebih lambat
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dibandingkan dengan dalam pengencer TKT. Lambatnya kecepatan pergerakan sperma dalam pengencer
semen SKT disebabkan pengencer SKT mengandung kuning telur dan susu, sehingga memiliki partikel
lebih besar dan media menjadi lebih kental dibanding dengan TKT. Pengencer TKT meskipun mengandung
kuning telur, di dalamnya terdapat tris hidroxymethil amino methane dan asam sitrat yang juga berkerja

memperkecil partikel kuning telur.

Tabel 2. Kinematika semen beku sapi Aceh dengan pengencer berbeda

Variabel Perlakuan
PTKT PSKT Signifikansi

Motilitas (%) 58,41+3,67 60,73+3,34 TS
Progresif (%) 53,93+3,52 48,88+5,93 0,024
DAP (um/s) 34,79+3,92 30,74+3,13 0,009
DCL (um/s) 52,73+7,36 45,04+4,96 0,005
DSL (um/s) 20,58+0,96 22,82+3,19 0,043
VAP (um/s) 78,2418,34 70,7746,6 0,02
VCL (um/s) 118,2+15,32 103,42+10,26 0,008
VSL (um/s) 46,51+1,99 52,51+6,58 0,011
STR (%) 0,59+0,06 0,74+0,04 TS
LIN (%) 0,39+0,05 0,503+0,04 TS
WOB (%) 0,66+0,03 0,68+0,03 TS
ALH (um) 4,44+0,78 5,01+0,79 TS
BCF (Hz) 26,01+1,28 27,48+2,69 TS

Keterangan: TS : tidak signifikan

Nilai kinematik sperma VCL, VAP, dan VSL dalam TKT dan SKT menunjukkan kemampuan
penetrasi sperma pada sel telur yang baik. Nilai VCL (22,51 — 79,5 um/s); VSL (11,35— 35,71 pum/s) dan
VAP (12,67 — 34,45 pm/s) dihubungkan untuk sapi jantan dengan kesuburan yang rendah (Cseh et al. 2004).
Nilai VCL dalam penelitian ini adalah 103,42 -118,2 umy/s. Nilai VAP 70,77 sampai 78,24 pum/s dan VSL
46,51 sampai 52,52 um/s. Variabel ALH sering dihubungkan dengan gerakan yang hiperaktif. Nilai ALH
yang lebih dari 7 um mengindikasikan sperma hiperaktif (Kathiravan et al. 2011). Hasil penelitian ini
menunjukkan nilai ALH 4,44 sampai 5,01 um/s, sehingga dapat dikatakan sperma dalam kedua pengencer
tidak mengalami hiperaktivasi.

KESIMPULAN DAN SARAN

Beberapa variabel kinematik sperma dari semen beku sapi aceh dalam dengan pengencer Tris
Kuning Telur (TKT) lebih tinggi dibandingkan dengan Skim Kuning Telur). Semua variable kinematik
menunjukkan nilai sperma dari kedua pengencer mampu memfertilisasi ovum dan tidak mengalami

hiperaktivasi.
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