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Kualitas post-thawing semen domba Merino dalam bahan pengencer berbasis
susu skim-kuning telur yang ditambah isolat crude protein Tirosine Kinase

Post-thawing quality of Merino ram semen in skim milk-egg yolk based diluent
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ABSTRACT

This study was conducted to determine the effect of crude protein tyrosine kinase (PTK)
isolates supplementation into skim milk-egg yolk based diluent to maintain the quality of Merino
ram spermatozoa. Four ejaculates of two Merino rams were divided into two groups for the control
group (PO): Merino ram semen was diluted in skimmed milk-egg yolk based diluent, and the
treatment group (P1): Merino ram semen was diluted in skim milk-egg yolk based diluent contained
crude PTK 1,597 mg/ml diluent. All diluted semen was equilibrated for 2 hours at 5 °C and filled
into 0.25 mL French straws. The filled straws were placed on steel racks (Cooltop, Minitube) held
in liquid nitrogen vapour for 10 minutes at —140 °C, immersed immediately in liquid nitrogen at —
196 °C, and stored for 48 hours for later assessment. Post-thawed semen samples were evaluated
for spermatozoa motility, viability, and morphological abnormality. The results showed that the
spermatozoa motility of fresh semen of Merino ram was 82.5 + 2.89, which was qualified for
freezing. The post-thawing spermatozoa motility, viability, and morphological abnormalities of
Merino ram in the P1 group were 34.11 + 3.26%, 38.00 + 3.00%, and 12.89 + 4.54%, respectively.
It were higher (p <0.05) than the control group of 24.44 + 2.9%, 26.67 + 3.32%, and 21.11 + 3.02%.
It was concluded that the addition of crude PTK isolates of 1.597 mg/ml skim milk-egg yolk diluent
improved the quality of post-thawed spermatozoa of Merino ram.
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PENDAHULUAN

Daging domba termasuk salah satu menu
favorit  masyarakat Indonesia, sehingga
peningkatan populasi domba diharapkan dapat
menjadi substitusi untuk memenuhi kebutuhan
daging secara nasional (Suryadi et al., 2016).
Namun kenyataannya produksi daging domba
di Indonesia justru menurun dari tahun 2018
sampai dengan tahun 2020. Produksi daging
domba secara nasional adalah 82.274,38 ton

pada tahun 2018, turun menjadi 70.072,93 ton
tahun 2019, dan turun lagi menjadi 66.943,34
ton pada tahun 2020 (BPS, 2020). Salah satu
alternatif usaha untuk meningkatkan jumlah
pasokan daging domba adalah dengan
pengembangan jenis domba unggulan, yaitu
domba Merino. Domba Merino adalah ternak
ruminansia kecil yang memiliki kondisi fisik
lebih berat dan besar dibandingkan domba-
domba lain yang ada di Indonesia, serta
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persentase karkas yang cukup tinggi sebagai
ternak pedaging (Mortimer et al., 2017).

Peningkatan populasi domba Merino di
Indonesia dapat dilakukan dengan teknik
inseminasi buatan. Program inseminasi buatan
dengan menggunakan semen yang berkualitas
baik merupakan solusi dalam mengatasi
rendahnya  produktifitas ternak. = Manfaat
maksimum inseminasi buatan dapat diperoleh
apabila digunakan semen beku karena dapat
disimpan dalam jangka waktu yang panjang dan
dapat disebarkan kedalam jangkauan wilayah
yang luas (Kumar dan Naqvi, 2014). Semen
beku yang berkualitas tinggi membutuhkan
protokol pengolahan yang baik, diantaranya
bahan pengencer semen untuk meningkatkan
volume semen dan mempertahankan kualitas
spermatozoa selama proses pendinginan,
pembekuan, hingga setelah thawing. Namun
sebagaimana semen domba yang lain, semen
domba Merino rentan terhadap berbagai
kerusakan selama proses pembekuan dan
pencairan kembali. Berbagai kerusakan tersebut
meliputi kerusakan ultrastruktural, biokimia dan
fungsional. Biasanya tidak lebih dari 50%
spermatozoa bertahan dari kriopreservasi. Sisa
spermatozoa yang masih hidup juga mengalami
kerusakan pada organel dan membran
spermatozoa, sehingga menghasilkan tingkat
kesuburan yang rendah. Kerusakan spermatozoa
selama freezing-thawing, dapat disebabkan oleh
faktor-faktor thermal shock, pembentukan
kristal es, dehidrasi, peningkatan konsentrasi
garam dan osmotic shock (Galarza et al., 2019).
Bahan suplementasi bisa ditambahkan untuk
meningkatkan  kapasitas bahan pengencer
sehingga dapat meminimalkan kerusakan-
kerusakan spermatozoa  akibat  proses
pembekuan, salah satunya adalah protein tirosin
kinase (PTK). Penelitian sebelumnya pada
semen sapi FH  menunjukkan  bahwa
penambahan PTK pada dosis 100 pug /ml ke
dalam medium pengencer semen beku berbasis
susu skim-kuning telur dapat meningkatkan
motilitas spermatozoa, persentase spermatozoa
hidup dan persentase integritas membran
sesudah pembekuan (Madyawati, 2008).

Tirosin kinase termasuk dalam kelompok
protein yang salah satu fungsinya menstabilkan
ikatan kovalen penyusun protein membran
sehingga bila disuplementasikan ke dalam

medium pengencer diharapkan dapat mencegah
putusnya ikatan kovalen membran spermatozoa.
Tirosin kinase dapat berikatan dengan reseptor
tirosin kinase yang berada di membran plasma
spermatozoa kemudian akan mengaktifkan
signal tranduksi sampai terjadi proses fosforilasi
tirosin kinase yang dapat menyebabkan
hiperaktivitas dan  peningkatan  motilitas
spermatozoa (Metibemu et al., 2019). Penelitian
ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh isolat
crude PTK yang ditambahkan kedalam
pengencer berbasis susu skim-kuning telur
untuk mempertahankan kualitas spermatozoa
domba Merino.

MATERI DAN METODE

Penelitian dilakukan di Taman Ternak
Pendidikan  Fakultas Kedokteran Hewan
Universitas  Airlangga, desa  Tanjung,
kecamatan Kedamean, kabupaten Gresik.

Pejantan domba Merino yang digunakan dua
ekor dengan umur 3-4 tahun dan bobot badan
50-70 kg. Sampel semen domba Merino
dikoleksi dengan vagina buatan, sebanyak dua
kali dalam seminggu. Empat ejakulat yang
diperoleh masing-masing dibagi dua sehingga
masing-masing kelompok terdiri atas empat kali
penampungan semen. Semen dievaluasi secara
makroskopis meliputi volume, warna, bau,
derajat keasaman (pH) dan konsistensi, serta
secara mikroskopis meliputi gerakan massa,
motilitas progresif, skor kecepatan, konsentrasi,
viabilitas (Susilowati et al., 2019), dan
abnormalitas morfologi spermatozoa (Afiati et
al., 2015).

Isolat crude PTK diperoleh dari beberapa
peneliti sebelumnya. Identifikasi, karakterisasi
dan isolasi PTK hasil isolasi spermatozoa sapi
FH dilakukan dengan metode SDS-PAGE
(Wardani et al., 2017; Nawangwulan et al.,
2018) yang dikonfirmasi dengan metode Dot
Blot dan dilanjutkan dengan Western Blot
menggunakan monoklonal antibodi tirosin
kinase, serta uji aktifitas tirosin kinase hasil
isolasi spermatozoa sapi FH melalui penentuan
kondisi  optimumnya (Madyawati, 2008;
Madyawati et al., 2017).
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Diluter kuning telur - susu skim

Susu bubuk skim (Merck 115338) 10 gram
dilarutkan dalam 100 mL akuades, dipanaskan
hingga 92-95 °C selama 10 menit, lalu
didinginkan hingga 37 °C. Kuning telur (dari
telur ayam untuk penggunaan laboratorium) 5
mL ditambah dengan larutan susu skim 100 mL,
ditambah penisilin dan streptomisin masing-
masing 1.000 IU/mL dan 0,1 mg/mL
(Susilowati et al., 2021). Campuran tersebut
dibagi menjadi dua bagian yang sama untuk
kelompok kontrol (PO, tanpa penambahan isolat
crude PTK), dan kelompok perlakuan T1 yang
ditambah isolat crude PTK 1,597 mg/ml
pengencer.

Pembekuan semen

Masing-masing diluter kelompok tersebut
dibagi menjadi dua bagian yang sama. Bagian
pertama ditambah semen untuk mendapatkan
konsentrasi 480 juta spermatozoa/mL. Bagian
kedua ditambah gliserol hingga konsentrasi
16%, kemudian ditambahkan perlahan-lahan ke
dalam campuran pertama sehingga diperoleh
konsentrasi 240  juta  spermatozoa/mL.
Selanjutnya, semua campuran semen tersebut
diekuilibrasi pada 5° C selama satu jam. Setelah
itu, campuran semen dikemas dalam French
straw 0,25 ml sehingga masing-masing straw
berisi 60 juta spermatozoa. Straw yang telah
diisi dan disegel ditempatkan pada Cooltop
(Minitube) dalam uap nitrogen cair (—140 °C)
selama 10 menit, kemudian segera disimpan
dalam nitrogen cair (—196 °C). Sampel straw
masing-masing kelompok dicairkan kembali
(thawing) dalam air steril pada suhu 37 °C
selama 30 detik (Susilowati et al., 2021) untuk
evaluasi kualitas semen post-thawing dengan
empat ulangan.
Pemeriksaan viabilitas dan abnormalitas
morfologi spermatozoa

Sampel diteteskan pada gelas obyek,
dicampur homogen dengan eosin nigrosin sama
banyak, dibuat preparat ulas dan dikeringkan di
atas api. Viabilitas spermatozoa diperiksa pada
perbesaran 400x di bawah mikroskop cahaya
(Olympus BX-53). Kepala spermatozoa hidup
tampak bening terang tidak menyerap =zat
warna, sedangkan spermatozoa yang mati
berwarna kemerahan menyerap zat warna
(Susilowati et al., 2020).

Pengamatan  abnormalitas ~ morfologi
spermatozoa dilakukan menggunakan
mikroskop cahaya dengan perbesaran 400 kali
pada 100 sel spermatozoa. Abnormalitas
morfologi spermatozoa yang diamati pada
bagian kepala, leher, dan ekor spermatozoa
(Afiati et al., 2015).

Pemeriksaan motilitas spermatozoa

Sebanyak 10 puL sampel ditambah 1 mL
larutan garam fisiologis, dihomogenkan dan
diteteskan pada gelas obyek, kemudian ditutup
dengan gelas penutup. Jumlah motilitas
progresif dihitung pada 100 spermatozoa
dengan perbesaran 400X di bawah mikroskop
cahaya (Susilowati et al., 2020).

HASIL

Sampel semen segar domba Merino pada
penelitian ini berwarna putih-krem, bau khas
semen domba Merino (prengus), konsistensi
sedang, gerakan massa +2 (kualifikasi baik,
terlihat gelombang-gelombang kecil, tipis,
jarang, dan bergerak lambat) sampai dengan +3
(kualifikasi sangat baik, terlihat gelombang-
gelombang besar, tebal, banyak, dan aktif
bergerak), skor kecepatan tiga, dan konsistensi
sedang. Volume semen 2,15 + 0,26 mL, pH
6,55 = 0,244, konsentrasi 2050.75 = 166.75
juta/mL, rata-rata gerakan massa 2,75 + 0,5
(skala 1-4), dan motilitas 82,5 + 2,89%.

Tabel 1 Motilitas, viabilitas, dan abnormalitas morfologi post thawing semen domba Merino

motilitas viabilitas abnormalitas
PO 24,44+297° 26,67 +£332° 21,11 £3,02°
Pl 34,11 £3,262 38,00+ 3,002 12,89+4,542

PO= semen segar domba Merino diencerkan dalam diluter susu skim-kuning telur; P1= semen segar
domba Merino diencerkan dalam diluter susu skim-kuning telur yang mengandung crude PTK
1,597 mg/mL. Superskrip yang berbeda dalam satu kolom menunjukkan perbedaan nyata (p<0,05).
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Hasil pemeriksaan motilitas, viabilitas,
abnormalitas morfologi post-thawing
spermatozoa domba Merino pada kelompok
perlakuan (P1) masing-masing lebih tinggi (p
<0,05) dibandingkan pada kelompok kontrol
(Tabel 1).

DISKUSI

Warna, bau, konsistensi, pH, dan gerakan
massa semen segar domba Merino dalam
penelitian ini relatif sama dengan penelitian-
penelitian sebelumnya, dengan rata-rata volume
ejakulat yang diperoleh adalah 2,15 + 0,26 ml.
Konsentrasi tersebut lebih tinggi dibandingkan
volume ejakulat domba lokal yaitu 0,4-0,85 mL
(Alvionita et al., 2015), domba Garut 1,94 mL
dan domba Merino 1-1,4 mL (Fachry et al.,
2014), namun lebih rendah dibandingkan
domba ekor gemuk 2,42 mL (Isnaini et al.,
2021) dan domba Merino 3,2-5 mL (Saputro et
al., 2016).

Motilitas spermatozoa

Motilitas semen segar domba Merino pada
penelitian ini (82,5 + 2,89%) memenuhi syarat
untuk diproses sebagai semen beku, karena
lebih dari 70% (SNI 4869.3, 2014). Namun,
proses pembekuan pada kelompok kontrol (PO),
tanpa penambahan isolat PTK, menyebabkan
motilitas spermatozoa tinggal 24,44 + 2.97%
(kolom pertama Tabel 2). Selama proses freeze-
thawing, terjadi  reorganisasi  fosfolipid
membran spermatozoa, mengubah interaksi
lipid-protein, lipid-karbohidrat, dan protein-
karbohidrat, yang menyebabkan perubahan
aktivitas membran (Peris-Frau et al., 2020).
Membran  plasma  melindungi  organel
spermatozoa dan bertindak sebagai filter untuk
transpor transmembran. Oleh karena itu,
integritas membran plasma penting untuk
kelangsungan hidup dan motilitas spermatozoa
(Pereira et al., 2017). Selama proses pembekuan
dihasilkan reactive oxygen species (ROS) yang
berlebihan yang menyebabkan perubahan
protein, lipid, dan karbohidrat pada membran
spermatozoa (Dutta er al., 2019). ROS akan
mengurangi ikatan disulfida antara protein
membran dan peroksidasi fosfolipid membran
dan modifikasi glikokaliks  spermatozoa.

Akibatnya, membran spermatozoa menjadi
rapuh dan kehilangan semi permeabilitas. ROS
yang lebih tinggi merusak beberapa protein
aksonemal dan mitokondria, yang
mengakibatkan hilangnya motilitas spermatozoa
(Peris-Frau et al., 2020).

Adanya kandungan PTK 1,597 mg/mL
pengencer susu skim-kuning telur menyebabkan
peningkatan nyata (p <0,05) motilitas
spermatozoa dari 24,44 + 2,97 menjadi 34,11 +
3,26%. Motilitas spermatozoa sangat tergantung
pada beberapa jalur metabolisme dan
mekanisme  pengaturannya. Jalur kalsium
maupun jalur protein kinase yang bergantung
pada cAMP merupakan faktor penting motilitas
spermatozoa (Pereira et al., 2017). Protein
kinase A (PKA) mengaktifkan tirosin kinase
untuk memicu kaskade untuk terjadinya
motilitas spermatozoa (Pereira et al., 2017).
Fosforilasi pada protein-tirosin kinase berperan
pada pergerakan aksonema, sebagai bagian dari
kaskade pensinyalan dalam regulasi motilitas
spermatozoa tersebut (ljirt et al., 2012).
Meskipun kandungan crude PTK 1,597 mg/mL
pengencer susu skim-kuning telur dapat
menyebabkan peningkatan nyata motilitas
spermatozoa, dari 24,44 + 2,97 menjadi 34,11 +
3,26%, namun persentase motilitas tersebut
masith kurang dari 40% sehingga belum
memenuhi syarat untuk inseminasi buatan (SNI
4869.3, 2014). Perlu dilakukan penelitian lebih
lanjut untuk mendapatkan persentase motilitas
spermatozoa yang memenuhi kualifikasi
tersebut.

Viabilitas spermatozoa post thawing
Penambahan crude PTK 1,597 mg/mL
pengencer berbasis susu skim-kuning telur
menyebabkan peningkatan nyata (p <0,05)
viabilitas spermatozoa dari 26,67 =+ 3,32
menjadi 38,00 = 3,00. Rendahnya viabilitas
spermatozoa merupakan salah satu penyebab
infertilitas pada pejantan. Protein kinase dan
fosfatase = memediasi  proses  modifikasi
pascatranslasi dalam menentukan viabilitas
spermatozoa (Brohi dan Huo, 2017). Ada
hubungan antara integritas membran dengan
posforilasi PTK. Pada spermatozoa hidup,
ionofor memicu beberapa kaskade intraseluler,
yang mengarah pada defosforilasi protein-
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tirosin untuk menginduksi eksositosis akrosom,
yang diproduksi secara spontan selama
kapasitasi (Ruiz-Diaz et al., 2020).

Abnormalitas spermatozoa post thawing

Kandungan crude PTK 1,597 mg/mL
pengencer susu skim-kuning telur menyebabkan
penurunan nyata (p <0,05) persentase
abnormalitas morfologi spermatozoa dari 21,11
+ 3,02 menjadi 12,89 + 4,54. Morfologi
spermatozoa yang normal merupakan salah satu
parameter semen paling informatif yang
digunakan untuk fertilitas (Pereira et al., 2017).
Abnormalitas merupakan salah satu indikator
dalam menentukan kualitas spermatozoa,
karena struktur sel yang abnormal dapat
menyebabkan gangguan dan hambatan pada
saat fertilisasi, lebih jauh menyebabkan
rendahnya angka implantasi maupun
kebuntingan. Abnormalitas morfologi selalu
ditemukan dalam setiap ejakulasi, namun
mempunyai dampak yang berbeda terhadap
fertilitas. Beberapa abnormalitas tertentu dapat
menghambat pembuahan, sementara yang lain,
seperti kelainan kepala spermatozoa pear shape
dapat mengganggu perkembangan embrio
(Afiati et al. 2015).

Intensitas fosforilasi PTK lebih tinggi
selama kapasitasi pada kelompok normospermia
dibandingkan kelompok teratospermia (Sepideh
et al., 2009). Terdapat korelasi antara berbagai
kelainan morfologi spermatozoa dengan stres
oksidatif spermatozoa pada pria infertil dan
fertil. Pengaruh potensi reduksi dan fragmentasi
DNA spermatozoa (diukur dengan dispersi
kromatin  spermatozoa) terhadap anomali
morfologi spermatozoa pada pria infertil dan
fertil (Dutta et al., 2019). Selain keterlibatan
defek gen tertentu, setiap kelainan morfologi
spermatozoa dapat dipengaruhi oleh PKA
mengaktifkan tirosin  kinase spermatozoa
(Pereira et al., 2017).

PKA memfosforilasi residu serin dan
tirosin, yang juga dapat mengaktifkan PTK.
Selanjutnya, PTK memicu fosforilasi residu
tirosin dalam selubung fibrosa di sekitar
aksonem dan sitoskeleton flagel spermatozoa
(Dutta et al., 2019). Keluarga gen penyandi
PTK menghasilkan pola khas fosforilasi tirosin
protein yang diinduksi kapasitasi sedikit
dimodifikasi  pada  spermatozoa. @ PTK

memainkan peran penting dalam pembentukan
kepala dan akrosom spermatozoa (Luo et al.,
2012).

KESIMPULAN

Penambahan isolat crude PTK dengan
konsentrasi 1,597 mg/mL bahan pengencer
berbasis susu skim-kuning telur dapat
meningkatkan  kualitas ~ spermatozoa  post
thawing domba Merino.
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