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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh medium Bovine Serum Albumin (BSA) dan lama
inkubasi yang berbeda terhadap kualitas spermatozoa Y domba Sakub. Penelitian dirancang menggunakan
pola factorial 2x3 dengan rancangan dasar acak kelompok (RAK). Faktor | gradien BSA (G) terdiri dari
dua tingat konsentrasi dua level (g1=4:8% dan g2=5:10%) dan faktor Il lama inkubasi (T) terdiri dari
level (t1=30, t2=40, dan t3=60 menit). Variabel yang diamati yaitu motilitas, abnormalitas, konsentrasi
dan viabilitas spermatozoa Y. Hasil analisis statistik menunjukkan bahwa tidak ada interaksi antara gradien
BSA dan lama inkubasi (P>0,05) terhadap kualitas spermatozoa. Namun gradien BSA berpengaruh sangat
nyata (P<0,01) dan lama inkubasi berpengaruh nyata (P<0,05) terhadap kualitas spermatozoa Y domba
Sakub. Nilai motilitas tertinggi pada t1 (73,67 + 1,41%), abnormalitas terendah pada t1 (9,92 + 1,06%),
konsentrasi tertinggi pada g2 (1196,67 x 106), dan viabilitas tertinggi pada t1 (73,5 + 1,00 %). Disimpulkan
bahwa untuk memperoleh kualitas spermatozoa Y yang tinggi sebaiknya digunakan medium BSA dengan
konsentrasi 5-10% (g2) dan lama inkubasi 30 menit (t1) dan masih memenuhi standar untuk pelaksanaan
inseminasi Buatan (IB).

Kata kunci: Abnormalitas, Konsentrasi, Motilitas, Separasi Seks, Viabilitas
ABSTRACT

This study aims to determine the effect of Bovine Serum Albumin (BSA) medium and different
incubation times on the quality of Y spermatozoa in Sakub sheep. The research was designed using a
2x3 factorial pattern with a basic randomized block design (RAK). Factor | BSA gradient (G) consists of
two levels (g1=4:8% and g2=5:10%) and factor Il incubation time (T) consists of levels (t1=30, t2=40,
and t3=60 minutes). The variables observed were motility, abnormalities, concentration and viability of Y
spermatozoa. The results of statistical analysis showed that there was no interaction between BSA gradient
and incubation time (P>0.05) on spermatozoa quality. However, the BSA gradient had a very significant
effect (P<0.01) and the incubation time had a significant effect (P<0.05) on the quality of Y spermatozoa in
Sakub sheep. The highest motility value was at t1 (73.67 + 1.41%), the lowest abnormality was at t1 (9.92
+ 1.06%), the highest concentration was at g2 (1196.67 x 106), and the highest viability was at t1 (73.5 +
1.00 %). It was concluded that to obtain high quality Y spermatozoa, BSA medium with a concentration of
5-10% (g2) and an incubation time of 30 minutes (t1) should be used and this still meets the standards for
artificial insemination (Al).
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PENDAHULUAN

Domba merupakan ternak
ruminansia kecil yang cukup berpotensi
untuk dikembangkan di berbagai wilayah
Indonesia.) Produksi ternak domba pada tahun
2022 secara nasional mengalami penurunan
populasi dibandingkan dengan tahun 2021
sebanyak 10,06%, namun demikian terdapat
peningkatan pemotongan domba sebesar
1,86% (Direktorat Jenderal Peternakan dan
Kesehatan Hewan, 2023). Berdasarkan hal
tersebut, perlu dilakukan upaya peningkatan
populasi ternak domba untuk memenuhi
kebutuhan protein hewani masyarakat. Ternak
domba yang memiliki potensi cukup baik
untuk dikembangkan salah satunya yaitu
domba Sakub.

Domba Sakub masih memiliki populasi
yang tergolong sedikit yaitu 16.484 ekor,
dimana dari keseluruhan jumlah tersebut
domba jantan hanya berjumlah 5.334 ekor
(Kementrian Pertanian, 2022). Berdasarkan
hal tersebut, domba Sakub perlu ditambah
populasinya melalui inseminasi buatan.
Namun, peluang domba dalam menghasilkan
keturunan jantan dan betina memiliki
perbandingan 50:50 (Pitanlakor et al., 2024).
Hal tersebut menjadi permasalahan sehingga
diperlukan sebuah terobosan teknologi
reproduksi yang dapat memisahkan antara
spermatozoa jantan (YY) dan spermatozoa
betina (X). Teknologi terobosan tersebut
adalah separasi seks spermatozoa X dan
spermatozoa Y. Menurut Sumaryadi et al.
(2010), semen hasil separasi seks digunakan
untuk meningkatkan jumlah kelahiran anak
dengan jenis kelamin yang diinginkan.

Separasi seks spermatozoa pada domba
Sakub menggunakan media Bovine Serum
Albumin (BSA) belum pernah dilakukan.
Medium separasi Bovine Serum Albumin
(BSA) merupakan bahan yang mudah
didapat, namun kendala dari penggunaannya
adalah harganya yang cukup tinggi (Anwar
et al., 2019). Pemisahan spermatozoa X dan
Y dengan menggunakan metode kolom yang
mengandung larutan Bovine Serum Albumin

12

(BSA), didasarkan pada perbedaan matilitas
(kecepatan pergerakan) antara spermatozoa X
dan Y saat melewati larutan yang mengandung
albumin (Sudarma et al.,, 2014). Prinsip
utamanya adalah adanya perbedaan densitas
dan muatan listrik permukaan membran
yang dan migrasi dalam medium BSA
dengan konsentrasi bertingkat. Spermatozoa
Y memiliki densitas rendah sehingga lebih
ringan dan lebih cepat menembus lapisan
BSA sebagai media dengan viskositas tinggi.
lapisan lincah motilitas dan ada dasarnya
larutan BSA memiliki viskositas tinggi
Selanjutnya dinyatakan bahwa BSA

Penelitian ini menggunakan gradien
BSA dengan konsentrasi 4:8% dan 5:10%.
Penelitian Rasad et al. (2021) menunjukan
gradien BSA dengan konsentrasi 5:10%
menunjukan hasil viabilitas dan motilitas
spermatozoa yang tinggi. Inkubasi dilakukan
dengan tiga waktu yang berbeda, yaitu 30, 45,
dan 60 menit. Yusrina et al. (2018) menyatakan
bahwa 30, 45, dan 60 menit merupakan waktu
yang optimum untuk separasi seks. Penilaian
kualitas spermatozoa secara mikroskopis
dilakukan  untuk  mengetahui  apakah
spermatozoa hasil separasi seks memiliki
kualitas yang baik atau tidak. Penilaian
mikroskopis tersebut diantaranya adalah
motilitas, abnormalitas, dan viabilitas. Uraian
tersebut menjadi dasar untuk dilakukannya
penelitian mengenai pengaruh penggunaan
gradien BSA dan lama inkubasi terhadap
kualitas spermatozoa domba Sakub.

METODE

Tempat Penelitian

Penelitian  dilaksanakan pada 22
Oktober — 10 Desember 2024. Penelitian
dilaksanakan di Teaching and Experimental
Farm Fakultas Peternakan  Universitas
Jenderal Soedirman, pada Laboratorium
Bioteknologi Ternak Integrated Academic
Building Universitas Jenderal Soedirman,
dan Laboratorium Kesehatan Ternak Fakultas
Peternakan Universitas Jenderal Soedirman.
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Materi Penelitian

Materi yang digunakan yaitu 1 ekor
domba Sakub jantan usia 2 tahun dengan
bobot sekitar 45-50 Kg. Bahan-bahan yang
digunakan berupa semen dari domba Sakub
yang dikoleksi, gradien BSA 4% dan 8% serta
5% dan 10%, Phospat Buffer Saline (PBS)
sebagai pengencer medium BSA, aquabidest,
tris amino methane sebagai pengencer semen,
laktosa, antibiotik penisilin dan streptomycin,
raffinose pentatydrate, asam sitrat, kuning telur
dan eosin. Alat yang digunakan yaitu vagina
buatan, micropipet, mikroskop, microtip,
object glass, cover glass, sentrifugator, tabung
sentrifuge, thermometer, tabung eppendorf
waterbath, erlenmeyer, stopwatch, dan gelas
beker.

Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian yang digunakan
dalam penelitian experimental tersebut adalah
Rancangan Acak Kelompok (RAK) pola
faktorial 2 x 3 dengan ulangan frekuensi
penyadapan sebanyak 3 kali dan terdiri dari
dua faktor yaitu:

1. Faktor gradien (G) yang terdiri dari dua
tingkat konsentrasi level, yaitu:

gl : Medium BSA gradien 4 : 8%
g2 : Medium BSA gradien 5 : 10%

2. Faktor lama inkubasi (T) pada suhu

37°C yang terdiri dari tiga level, yaitu:
t1: Lama inkubasi pada 30 menit
t2: Lama inkubasi pada 45 menit
t3: Lama inkubasi pada 60 menit

Dari kedua faktor diperoleh 6 kombinasi
perlakuan, Masing-masing kombinasi
perlakuan diulang sebanyak 3 kali berupa
koleksi semen penyadapan dan diperoleh total
18 unit percobaan.

Prosedur Penelitian
a. Tahap Persiapan

Persiapan alat dan bahan yang akan
digunakan sebelum penelitian dilaksanakan.
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b. Pembuatan Pengencer Tris Kuning Telur

Pembuatan pengencer tris kuning telur
berdasarkan Iskandari et al. (2020) :

a).Mencampurkan tris amino methane 1,6 gr,
asam sitrat 0,9 ml, raffinose pentatydrate 2,5
gr, laktosa 1,4 gr, dan aquabidest 80 ml ke
dalam erlenmeyer.

b). Campuran larutan dalam Tabung
Erlenmeyer dimasukkan ke dalam bejana
berisi air panas dengan suhu 92-95°C selama
10 menit.

c). Larutan selanjutnya didinginkan hingga
suhu 20-23°C secara perlahan.

d). Larutan ditambah dengan antibiotik
penicillin 1000 iu/ml dan streptomicin 1 mg/
ml, kemudian ditambahkan kuning telur 20 ml
lalu dihomogenkan.

c. Tahap Adaptasi

Domba Sakub diadaptasikan dengan
lingkungan setempat baik pakan maupun
iklim selama 14 hari. Domba Sakub latihan
dikoleksi semennya dengan vagina tiruan
setiap 3 hari sekali.

d. Tahap Koleksi Semen

a). Koleksi semen dilakukan seminggu dua
kali pada pagi hari jam 07.00 di Experimental
Farm Fakultas Peternakan Unsoed.

b). Semen hasil koleksi disimpan dalam
tabung Eppendorf kemudian dimasukkan ke
dalam termos berisi air hangat dengan suhu
370C.

c).Evaluasi  spermatozoa
makroskopis dan mikroskopis.

d) Pengukuran morfometrik (luas kepala)
ditentukan berdasarkan rumus (Solihati et al.,
2017) yang digunakan sebagai standar :

LKS=(0,8988 x Px L) —1,63

LKS : Luas Kepala Spermatozoa
0,8988 Faktor koreksi

P : Panjang kepala spermatozoa

L: Lebar kepala spermatozoa

1,63 - Nilai konstanta regresi

segar  secara
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e) Sperma Y memiliki nilai LKS yang
lebih kecil dari nilai rata-rata standar LKS
dikurangi 1 (satu) standar deviasi.

e. Tahap Pembuatan Medium BSA

Media separasi seks dibuat dengan

memasukkan larutan BSA dengan berbagai

konsentrasi ke dalam tabung sentrifuge sesuai
dengan perlakuan yang digunakan.

Media separasi seks ditentukan
berdasarkan tingkat gradien konsentrasi
larutan BSA 4 : 8% dan 5 : 10% yang

dimasukan ke dalam tabung sentrifugase
volume 10 ml. Pembuatan gradien larutan
BSA tersebut dilakukan dengan cara
mencampurkan Phosphate Buffer Saline
dengan takaran sebagai berikut :

1. Konsentrasi 4% = 0,24 gr BSA + 6 ml
Phosphate Buffer Saline

2.Konsentrasi 8% = 0,48 gr BSA + 6 ml
Phosphate Buffer Saline

3. Konsentrasi 5% =0,3gr BSA + 6 ml
Phosphate Buffer Saline
4, Konsentrasi 10% = 0,6 gr BSA + 6 ml

Phosphate Buffer Saline
f. Tahap Separasi Seks

a). Dimasukan larutan BSA ke dalam tabung
sentrifuge sesuai dengan perlakuan yaitu :P1
: 2 ml larutan BSA dengan konsentrasi 8%
(fraksi bawah) + 2 ml larutan BSA dengan
konsentrasi 4% (fraksi atas). P2 : 2 ml larutan
BSA dengan konsentrasi 10% (fraksi bawah)
+ 2 ml larutan BSA dengan konsentrasi 5%
(fraksi atas).

b). Semen diteteskan di atas gradien BSA P1
dan P2 masing-masing sebanyak 1 ml

c). Larutan yang berisi semen dan gradien
BSA pada P1 dan P2 diinkubasi di dalam
waterbath dengan suhu 37°C dengan waktu
inkubasi 30, 45, dan 60 menit.

d). 1 ml supernatant larutan paling atas diambil
dan kemudian dibuang.

e).Selanjutnya larutan fraksi atas (Spermatozoa
X) dan bawah (Spermatozoa Y) dipisahkan

dan dimasukkan ke dalam tabung sentrifuge
yang berbeda menggunakan mikropipet.
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f). Larutan BSA fraksi bawah () ditambahkan
3 ml pengencer medium PBS kemudian
disentrifuge dengan kecepatan 1800 rpm
selama 10 menit (Anwar et al., 2019).

g). Endapan hasil proses sentrifuge diambil
menggunakan mikropipet kemudian
diencerkan dengan menggunakan tris kuning
telur perbandingan 1:4.fertilitas Spermatozoa
yang telah diencerkan diukur morfometrik
(luas kepala spermatozoa) sesuai dengan
metode Solihat et al. (2017).

h). Hasil pengenceran tersebut diteteskan
pada object glass untuk membuat preparat
ulas menggunakan larutan eosin-nigrosin
untuk mengamati motilitas, abnormalitas dan
viabilitas.

Pengukuran Variabel

1. Motilitas diamati secara subyektif
menggunakan mikroskop dalam satuan persen,
yaitu spermatozoa yang bergerak progresif
dibandingkan dengan gerak spermatozoa yang
bergerak berputar di tempat atau mundur, dan
spermatozoa yang mati (Manehat et al., 2021).

2. Abnormalitas diamati sesuai dengan
metode yang dilakukan Cahyadi (2016)
menggunakan preparat ulas, lalu diamati
dibawah mikroskop dengan perbesaran 400x.
Abnormalitas spermatozoa kemudian dihitung
dengan rumus sebagai berikut :

Jumlah spermatozoa abnormal

x 100%

Spermatozoa yang diamati

3. Pengukuran konsentrasi spermatozoa
dilakukan berdasarkan Yendraliza et al. (2015)
yaitu menggunakan bilik hitung neubauer.
Jumlah spermatozoa yang telah dihitung lalu
dimasukan kedalam rumus untuk mengetahui
konsentrasi, yaitu : Total spermatozoa yang
dihitung x 106

4. Viabilitas diamati berdasarkan Siswanto
et al. (2024), dengan cara membuat preparat
ulas  menggunakan indikator  pewarna
eosin-nigrosin, lalu diamati menggunakan
mikroskop, dihitung spermatozoa yang hidup
dari 200 sel. Untuk mengetahui persentase

Kualitas Spermatozoa Y ... (Prasetyo et al.)



Tabel 1. Kualitas Semen Segar Domba Sakub
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No. Karakteristik Hasil
Makroskopis

1. pH 6,33 £ 0,24

2. Konsistensi Kental

3. Volume (ml) 1,1+0,14

4, Warna Putih Kekuningan

5. Aroma Khas Semen
Mikroskopis

6. Abnormalitas (%) 8,33 +1,04

7. Viabilitas (%) 82,6 +1,61

8. Motilitas Individu (%) 76,67 £ 3,51

9. Konsentrasi (Juta/ml) 5166,67 + 473,80

10. Luas Kepala (Morfometrik) (um2) 38,98 £ 1,99

viabilitas, spermatozoa yang telah dihitung
kemudian dimasukkan ke dalam rumus :

Jumlah spermatozoa yang hidup

x 100%

Jumlah spermatozoa yang diamati

HASIL DAN PEMBAHASAN

Kualitas Semen Segar Domba Sakub

Berdasarkan hasil pada Tabel 1, rata-
rata volume semen domba Sakub adalah 1,1
ml dengan konsistensi kental. Hasil tersebut
lebih rendah dari penelitian Solihati et al.
(2018), bahwa volume semen pada domba
lokal adalah 1,2 ml, namun volume semen
domba Sakub lebih tinggi dibandingkan
dengan domba Garut yang hanya 0,87 ml
(Rizal et al., 2015). Menurut Nahriyanti et
al. (2017) menyatakan bahwa volume semen
domba yang normal berkisar 0,8 — 1,2 ml.
Adapun rata-rata pH semen segar domba
sakub sebesar 6,33.

Motilitas  individu semen segar
domba Sakub (Tabel 1) memiliki rata-rata
sebesar 76,67 + 3,51 %. Chumairoh et al.
(2023) menyatakan bahwa motilitas semen
yang layak untuk inseminasi buatan (IB)
sebesar 70 %. Viabilitas semen segar domba
sakub memiliki persentase sebesar 82,6 + 1,61
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%. Hasil tersebut lebih rendah dibandingkan
domba lokal dengan viabilitas 91,48 + 0,52
(Achmad et al.,, 2024), dan 81,5%z+ 4,54
(Nubatonis et al., 2022). Abnormalitas yang
dihasilkan memiliki rataan 8,33 + 1,04 %.
Menurut Toelihere (1985), semen segar yang
dapat diproses lebih lanjut jika presentase
abnormalitasnya dibawah 15 %. Konsentrasi
spermatozoa yang dihasilkan memiliki rataan
5166,67 + 473,80 juta/ml. Hasil konsentrasi
semen segar pada peneltian ini termasuk
normal, sesuai dengan Toelihere (1985)
bahwa semen dapat diproses lebih lanjut
dengan konsentrasi 1500-3000 juta.

Hasil ~ perhitungan luas  kepala
spermatozoa (LKS) semen segar (Table 1)
adalah sebesar 38,98 + 1,99 um2. Hasil
tersebut menjadi standar untuk menentukan
Spermatozoa Y. Spermatozoa Y adalah jika
m memiliki nilai LKS lebih kecil dari nilai
rata-rata standar LKS semen segar dikurangi
1 (satu) standar deviasi. Ini berati dinyatakan
spermatozoa Y jika memiliki nilai LKS lebih
kecil dari 36,99 pmz2. Berdasarkan 200 sampel
spermatozoa yang diamati dan memiliki
LKS < 36,99 pm2 dari 3 kali ulangan.
Berdasarkan hasil tersebut maka rata-rata
proporsi spermatozoa Y setelah separasi seks
menggunakan medium BSA diperoleh sebesar
71.11 £ 2,39%. Proporsi spermatozoa Y yang
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Gambar 1. Motilitas Spermatozoa Y Berdasarkan Lama Gradien
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Gambar 2. Motilitas Spermatozoa Y Berdasarkan Lama Inkubasi

didapatkan setelah separasi seks menggunakan
medium BSA diperoleh sebesar 71,11 + 2,39
%. Hasil tersebut menandakan bahwa separasi
seks spermatozoa menggunakan medium BSA
dapat dinyatakan berhasil karena lebih dari 50
% spermatozoa Y dapat terpisah.

Motilitas Spermatozoa Y pasca separasi
seks

Berdasarkan analisis variansi
menunjukkan tidak terdapat interaksi antara
gradien Bovine Serum Albumin (BSA) dan
lama inkubasi (P>0,05). Berdasarkan hasil
analisis variansi ternyata tidak terdapat
interaksi antara gradien BSA dan lama inkubasi
(P>0,95) terhadap motilitas spermatozoa Y.
Faktor lama inkubasi memberikan pengaruh
yang sangat nyata (P<0,01), sedangkan tingkat
gradien sedangkan gradien tidak memberikan
pengaruh yang nyata (P>0,05) terhadap
motilitas spermatozoa Y. Berdasarkan hasil
hasil uji lanjut beda nyata jujur (BNJ)
ternyata motilitas spermatozoa pada lama
inkubasi 30 menit sangat nyata lebih tinggi
dibandingkan dengan lama inkubasi 45 dan
60 menit. Adapun motilitas spermatozoa
Y hasil pemisahan menggunakan gradien
medium BSA 4:8% (g1) tidak berbeda dengan
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medium BSA 5:10% (g2). Ini berarti bahwa
untuk memperoleh motilitas tinggi pada
spermatozoa Y, dapat dilakukan pemisahan
baik dengan menggunakan medium g1 (4:8%)
maupun g2 (5:10%). Motilitas spermatozoa
Y pada masing — masing gradien dapat dilihat
pada Gambar 1.

Berdasarkan Gambar 1, walaupun
secara statistik tidak berbeda nyata, namun
secara numerik, g1 memberikan nilai motilitas
spermatozoa Y lebih tinggi (70,78 £ 8,02%)
dibandingkan dengan g2 (69,78 + 14,19%)
dengan kenaikan 1,4%.

Berdasarkan Gambar 2, t1 (30 menit)
dapat menghasilkan spermatozoa Y dengan
motilitas tertinggi. Hal tersebut karena pada
lama inkubasi yang singkat, spermatozoa
masih memiliki cadangan energi yang cukup
untuk menembus medium gradien separasi
seks. Salah satu komponen yang dapat
memberikan sumber energi bagi spermatozoa
yaitu pada bahan pengencer yang digunakan.
Kandungan rafinosa pada pengencer dapat
menyimpan cadangan energi dalam jumlah
yang lebih banyak, sehingga dapat digunakan
oleh spermatozoa dalam waktu yang lebih
lama (Savitri et al.,2014).

Kualitas Spermatozoa Y ... (Prasetyo et al.)
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Gambar 4. Abnormalitas Spermatozoa Y Berdasarkan Lama Inkubasi

Berdasarkan uji lanjut BNJ
menunjukkan bahwa pada lama inkubasi
t1 (30 menit) memberikan nilai motilitas
sebesar 73,67 + 1,41% berbeda sangat nyata
(P<0,01) lebih tinggi dari lama inkubasi t2
(70,83 + 0,71%) dan t3 (66,33 £+ 7,07%). Hal
tersebut menandakan bahwa semakin lama
inkubasi yang dilakukan dapat menurunkan
nilai motilitas spermatozoa. Semakin lama
inkubasi yang dilakukan dapat menyebabkan
penumpukan  sisa  hasil  metabolisme
spermatozoa. Hal tersebut didukung oleh
pernyataan Yusrina et al. (2018) bahwa dalam
proses inkubasi, selain kehilangan cadangan
energi juga dapat terjadi peningkatan kadar
hidrogen peroksida (H202) akibat proses
metabolisme sel yang memiliki sifat toksik
sehingga merusak membran plasma dan dapat
menurunkan motilitas spermatozoa.

Abnormalitas Spermatozoa Y pasca
separasi seks

Berdasarkan analisis  variansi
menunjukkan tidak terdapat interaksi antara
gradien Bovine Serum Albumin (BSA)
dan lama inkubasi (P>0,05) terhadap
persentase abnormalitas spermatozoa Y.
Faktor lama inkubasi memberikan pengaruh
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nyata (P<0,05) sedangkan gradien tidak
memberikan pengaruh yang nyata (P>0,05)
terhadap abnormalitas spermatozoa Y.
Berdasarkan hasil tersebut maka untuk
memperoleh abnormalitas yang rendah pada
spermatozoa Y, dapat dilakukan pemisahan
dengan menggunakan medium g1(4:8) atau
g2(5:10) dengan lama inkubasi 30 sampai 45
menit dengan rata-rata abnormalitas t1 dan
t2 masing-masing 9,92 + 1,06% dan 10,00
+ 2,12%. Nilai abnormalitas spermatozoa Y
pada masing — masing gradien dapat dilihat
pada Gambar 3.

Berdasarkan Gambar 3 ternyata
walaupun secara statistik tidak berbeda nyata,
namun secara numerik, g1 memberikan nilai
abnormalitas lebih rendah (10,22 + 2,25%)
dibandingkan dengan g2 (10,94 + 4,65%)
dengan penurunan 0,7%.

Berdasarkan ~ Gambar 4, dapat
disimpulkan bahwa lama inkubasi dengan
waktu 30 menit menghasilkan persentase
abnormalitas terendah dibandingkan dengan
lama inkubasi 45 dan 60 menit. Berdasarkan
hasil yang didapatkan, menandakan bahwa
semakin singkat lama inkubasi maka
dapat menghasilkan kualitas spermatozoa
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Gambar 5. Grafik Konsentrasi Spermatozoa Berdasarkan Gradien BSA
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Gambar 6. Grafik Lama Inkubasi Terhadap Konsentrasi Spermatozoa Y

yang baik. Persentase abnormalitas yang
didapatkan berdasarkan Gambar 4 masih
berada pada level normal dan dapat digunakan
untuk proses inseminasi buatan. Herdis
dan Darmawan (2012) menyatakan bahwa
spermatozoa dengan nilai abnormalitas
melebihi 15% maka tidak dapat diaplikasikan
untuk inseminasi buatan.

Berdasarkan hasil uji lanjut beda
nyata jujur (BNJ) didapatkan bahwa
terdapat perbedaan nyata (P<0,05) sehingga
abnormalitas t1 (9,92%) dan t2 (10,00%)
berbeda nyata dengan t3 (11,83%). Inkubasi
dengan waktu 60 menit memiliki persentase
abnormalitas tertinggi yaitu 11,83 + 3,54%.
Menurut Nalley dan Arifiantini  (2013)
menyatakan bahwa tingginya abnormalitas
disebabkan karena terlalu lama waktu
yang digunakan sehingga dapat merubah

tekanan osmotik medium separasi seks
yang  mengakibatkan  kerusakan pada
spermatozoa. tekanan osmotik medium

separasi seks yang mengakibatkan kerusakan
pada spermatozoa. Hal yang sama Salisbury
dan Denmark (1985) memperkuat bahwa
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perubahan tekanan osmotik pada spermatozoa
dapat mengakibatkan perubahan dalam
pembentukan spermatozoa yang menyebabkan
abnormalitas.

Konsentrasi Spermatozoa Y pasca separasi
seks

Hasil analisis variansi menunjukan
bahwa perbedaan gradien BSA berpengaruh
nyata (P<0,05) terhadap  konsentrasi
spermatozoa Y domba sakub. Faktor lama
inkubasi tidak memberikan pengaruh nyata
(P>0,05) terhadap konsentrasi spermatozoa Y
dan tidak terdapat interaksi dengan gradien.
Berdasarkan hasil analisis, gradien BSA g2 (5
: 10 %) memberikan pengaruh nyata (P<0,05)
terhadap konsentrasi spermatozoa Y.

Berdasarkan grafik pada Gambar 5,
rataan konsentrasi tertinggi terdapat pada
gradien g2 (5 : 10 %) yaitu sebanyak 1196,67
+ 243,45 x 106, sedangkan g1 (4 : 8 %) lebih
rendah yaitu sebesar 995,56 + 430,99 x 106.
Berdasarkan grafik pada Gambar 5, rataan
konsentrasi spermatozoa Y tertinggi terdapat
pada gradien g2 (5 : 10 %) yaitu sebanyak
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1196,67 + 243,45 x 106, sedangkan g1 (4 : 8
%) lebih rendah yaitu sebesar 995,56 + 430,99
x 106. Menurut Afiati (2004) dan Kaiin et
al. (2017), bahwa gradien 10% memiliki
densitas lebih tinggi, viskositas lebih besar,
dan tekanan osmotik lebih kuat dibandingkan
BSA 8%, sehingga spermatozoa Y lebih
mudah menembus gradien konsentrasi tinggi,
sedangkan spermatozoa X lebih banyak
tertahan pada gradien konsentrasi rendah.

Berdasarkan Gambar 6, meskipun
secara statistik tidak berbeda, namun secara
nilai t2 menunjukan konsentrasi spermatozoa
Y yang lebih besar dari t1 dan t3. Nilai
menunjukan kenaikan antara t1 dan t2 sebesar
12,5 %, sedangkan t2 dan t3 sebesar 20,5%.

BSA pada level g2 menghasilkan
konsentrasi spermatozoa yang lebih tinggi
dari g-1 dapat disebabkan oleh konsentrasi
media BSA yang lebih tinggi. Menurut
Sudarma (2014), konsentrasi spermatozoa Y
dapat berkurang karena bercampur dangan
spermatozoa X, tetapi semakin tinggi
konsentrasi medium pemisah maka akan
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membuat spermatozoa sulit untuk menembus.
Hal tersebut yang menyebabkan spermatozoa
Y pada g2 lebih tinggi daripada g1, karena
pada g1 dengan konsentrasi BSA lapisan yang
tinggi akan membuat spermatozoa X lebih
sulit untuk bergerak sehingga spermatozoa
Y dengan kemampuannya bergerak dengan
cepat akan menembus pada lapisan bawabh.

Viabilitas Spermatozoa Y pasca separasi
seks

Hasil analisis variansi menunjukan
bahwa lama inkubasi memberikan pengaruh
yang sangat nyata (P<0,01) terhadap viabilitas
spermatoza Y. Perbedaan konsentrasi gradien
BSA tidak menunjukan adanya pengaruh
terhadap viabilitas (P > 0,05). Hasil tersebut
berbeda dari penelitian Rasad et al. (2021)
bahwa dalam  penelitiannya, gradien
berpengaruh terhadap viabilitas spermatozoa
dengan hasil terbaik pada gradien 5 : 10 %.
Gradien BSA tidak memberikan pengaruh
terhadap viabilitas spermatozoa. Namun,
berdasarkan Gambar 7, meskipun secara
statistik tidak berbeda, namun secara nilai g1
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menunjukan persentase viabilitas lebih besar
dari g2 dengan kenaikan 4,7 %.

Berdasarkan uji lanjut BNJ, t1 dan
t2 tidak berbeda nyata dalam hal viabilitas,
namun berbeda sangat nyata dengan t3. Hasil
tersebut menunjukan bahwa waktu 30 dan 45
menit merupakan waktu yang optimal untuk
mendapatkan viabilitas yang tinggi. Hasil
tersebut sesuai dengan Solihati et al. (2019),
dalam penelitiannya waktu inkubasi 45 menit
menghasilkan viabilitas yang lebih tinggi
dibandingkan dengan waktu 60 menit.

Berdasarkan Gambar 8 viabilitas
tertinggi terdapat pada lama inkubasi t1 (73,5
+ 1,00 %), lalu urutan kedua adalah t2 (70,41
+ 5,75 %), paling rendah terdapat pada t3
(63,16 £ 7,5 %). Grafik tersebut menunjukan
bahwa waktu inkubasi yang terlalu lama
dapat menyebabkan penurunan persentase
viabilitas. Waktu inkubasi yang terlalu lama
dapat meningkatkan kematian spermatozoa
yang disebabkan oleh stress oksidatif. Kualitas
dari media BSA dalam waktu inkubasi yang
terlalu lama juga dapat menjadi penyebab
menurunnya viabilitas spermatozoa. Rasad et
al. (2020) menyatakan bahwa selama inkubasi
terbentuk asam laktat dari metabolisme
spermatozoa dan menurunkan pH sehingga
menurunkan viabilitas.

KESIMPULAN

Disimpulkan bahwa tidak ada interaksi
antara gradien BSA dengan lama inkubasi
terhadap kualitas spermatozoa Y. Secara
keseluruhan tingkat Gradien larutan BSA
(g) tidak menunjukkan perbedaan yang
nyata terhadap motilitas, abnormalitas, dan
viabilitas spermatozoa Y, namun tingkat
gradien medium BSA 5:10% menghasilkan
konsentrasi spermatozoa Y tertinggi. Lama
inkubasi 30 menit berpengaruh terhadap
motilitas, abnormalitas, dan viabilitas
spermatozoa Y, namun tidak berpengaruh
terhadap konsentrasi spermatozoa Y. Kualitas
spermatozoa Y hasil separasi seks memenuhi
standar untuk digunakan inseminasi buatan
(IB). Disarankan untuk memperoleh kualitas
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spermatozoa Y hasil separasi seks sebaiknya
menggunakan konsentrasi medium BSA
5:10% dan lama inkubasi 30 menit.
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