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Abstrak—Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui apakah
terdapat pengaruh konsentrasi larutan madu dalam NaCl
fisiologis terhadap kualitas sperma dalam penyimpanan yang
meliputi motilitas spermatozoa dan viabilitas spermatozoa ikan
patin dan berapakah dosis konsentrasi larutan madu dalam
NacCl fisiologis terhadap proses penyimpanan sperma ikan patin
(Pangasius pangasius). Penelitian ini disusun rancangan
percobaan dengan Rancangan Acak Lengkap (RAL). Perbedaan
perlakuan dari pengencer madu dalam NacCl fisiologis antara
lain DO (0%), D1 (0,2 %), D2 (0,4 %), D3 (0,6 %), D4 (0,8 %).
Simpan perlakuan tersebut pada lemari es dengan suhu 4° dan
selanjutnya diamati setiap 6 jam sekali selama 48 jam. Data
dianalisa dengan Anova dan dilanjutkan dengan Uji Jarang
Berganda Duncan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
penggunaan larutan NaCl fisiologis dan madu sebagai bahan
pengencer dalam penyimpanan sperma ikan patin (Pangasius
pangasius) berpengaruh terhadap pergerakan (maotilitas) dan
ketahanan hidup (viabilitas) spermatozoa ikan patin. Pada
penelitian interaksi yang menghasilkan persentase motilitas
tertinggi yaitu D3 dan D2 pada pengamatan T1 (6 jam). Dan
persentase viabilitas spermatozoa ikan patin paling baik terdapat
pada larutan pengencer D3 dan D4 pada pengamatan T1 (6 jam).

Kata Kunci— NaCl Fisiologis, Madu, Motilitas, Pangasius
pangasius, Spermatozoa, Viabilitas

I. PENDAHULUAN

KAN patin (Pangasius pangasius) merupakan ikan

konsumsi yang terus berkembang. Berdasarkan data Ditjen

Perikanan Budi Daya Tangkap, Kementrian Kelautan dan
Perikanan (KKP) kebutuhan benih ikan patin secara nasional
mencapai 55 juta ekor per bulannya [1]. Hal tersebut
dikarenakan ikan patin termasuk jenis ikan air tawar yang
memiliki nilai ekonomis penting. Harga jualnya cukup
menjanjikan, umumnya di atas harga jual rata-rata ikan
konsumsi jenis lain karena rasa dagingnya yang lezat. Nilai
protein daging ikan patin juga tergolong tinggi, mencapai
68,6%. Kandungan gizi lainnya adalah lemak 5,8%, abu ,5%,
dan air 59,3% [2].

Usaha dan peningkatan produksi benih ikan patin perlu
dijaga terus-menerus dikarenakan hambatan yang terjadi saat
pemijahan ikan patin secara alami yang terjadi setahun sekali,
telur dan semen tidak tersedia sepanjang tahun karena
termasuk ikan petelur musiman, gonad jantan dan betina ikan

patin tidak matang pada waktu yang sama di kolam budidaya
selain itu [3]. Moatilitas dan viabilitas spermatozoa akan terus
menurun setelah dikeluarkan dari tubuh ikan. Salah satu cara
yang bisa menyediakan ikan patin sepanjang tahun yaitu
melalui penyimpanan spermatozoa induk jantan [4].

Rujukan [5]. menyatakan penyimpanan sperma bertujuan
dalam  mengoptimalkan  jangka  waktu  penggunaan
spermatozoa induk jantan yang unggul untuk membuahi sel
telur betina yang sejenis secara buatan. Selain itu untuk
memudahkan persilangan antara jenis-jenis ikan yang waktu
matang gonad Yyang berbeda serta untuk memudahkan
transportasi penyebaran semen ke daerah yang membutuhkan.
Proses penyimpanan ini memerlukan bahan pengencer yang
dapat mengurangi aktifitas spermatozoa sehingga menghambat
pemakaian energi dan dapat mempertahankan kehidupan
spermatozoa [6]. Bahan yang sering digunakan untuk
pengenceran semen Vyaitu larutan NaCl. Larutan NaCl
memberi sifat buffer, mempertahankan pH semen dalam suhu
kamar, bersifat isotonis dengan cairan sel, melindungi
spermatozoa terhadap coldshock dan penyeimbangan elektron
yang sesuai [7]. Tetapi penyimpanan semen dengan larutan
pengencer NaCl fisiologis hanya bisa digunakan tidak lebih

dari 60 menit setelah penampungan Kkarena kurang
mengandung sumber energi yang dibutuhkan oleh
spermatozoa. Untuk itu perlu tambahan bahan lain yang

bersifat memberikan energi atau nutritif sehingga dapat
memperpanjang waktu spermatozoa untuk bertahan hidup dan
mempertahankan pergerakan spermatozoa dalam media
penyimpanan [8].

Energi yang dibutuhkan oleh spermatozoa ini disediakan
oleh gula sederhana (monosakarida) seperti fruktosa dan
glukosa. Penambahan fruktosa atau glukosa dalam pengencer
berguna untuk mendukung daya hidup spermatozoa pasca
pengenceran. Karena proses pembentukan Adenosin Trifosfat
(ATP) dan Adenosin Difisfat (ADP) harus terus dilakukan
agar motilitas dapat terus berlangsung [9]. Gula sederhana
(monosakarida) yang dibutuhkan oleh spermatozoa untuk
menjaga kelangsungan hidupnya terkandung dalam madu.
Berdasarkan data United States Department of Agriculture
(USDA), madu mengandung 38% fruktosa; 31% glukosa;
17,1 % air; 7,2% maltose; 4,2% trisakarida dan beberapa
polisakarida, 1,5% sukrosa, 0,5% mineral, vitamin dan enzim



JURNAL SAINS DAN SENI ITS Vol. 1, No. 1, (Sept. 2012) ISSN: 2301-928X

[10]. Disisi lain plasma semen memiliki kandungan bahan
glukosa, protein plasma, urea, garam-garam mineral, ion-ion
dan lipid yang berfungsi sebagai médium pada spermatozoa
[5]. Madu sebagai penambahan bahan energi/nutrisi dari
pengencer NaCl fisiologis diharapkan dapat mendukung daya
hidup dan pergerakan spermatozoa dalam  proses
penyimpanan. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui
pengaruh larutan pengencer yang terdiri dari madu dalam
NaCl fisiologis terhadap kualitas sperma dalam penyimpanan
yang meliputi motilitas dan viabilitas spermatozoa ikan patin
dan untuk menentukan larutan pengencer terbaik terhadap
proses penyimpanan sperma ikan patin (Pangasius pangasius).

Il. TINJAUAN PUSTAKA

Ikan patin memiliki spesiesnya cukup banyak, ikan yang
bernama ilmiah Pangasius di Indonesia terdiri dari Pangasius
pangasius atau P. djambal, P. humeralis, P. lithostoma, P.
macronema, P. micronemus, P. nasutus, P.niewenhuisii dan P.
olyuranodon. Jenis-jenis tersebut merupakan ikan atau spesies
asli (indigenous species) yang berada di perairan umum
Indonesia. Jenis P. sutchi dan P.hypopthalmus yang dikenal
sebagai jambal siam, patin siam, atau lele Bangkok merupakan
ikan introduksi dari Thailand. lkan patin merupakan nama
Indonesia dari Pangasius pangasius [11].

Di habitat aslinya, patin memijah pada musim penghujan
sehinggabenihnya banyak ditemukan pada bulan Maret-Mei.
Patin matang kelamin pada usai 2-3 tahun dengan berat diatas
1,5 kg. Induk patin yang berbobot 5-6 kg dapat menghasilkan
telur 1,5 juta butir pada ikan betina dan menghasilkan semen 2
ml — 16 ml, dengan konsentrasi spermatozoanya 9,4x10° sel
sperma/ml, maotilitasnya 70%-99% dengan pH 7,14-7,85. Patin
siam (P.hypopthalmus) memiliki fekunditas atau jumlah telur
yang lebih banyak daripada patin jambal (P. djambal) [12].

Spermatozoa ikan biasanya immotile dan tidak aktif ketika
berada di dalam testis. Motilitas dari sperma dimulai setelah
spermiasi di dalam lingkungan air di dalam sistem reproduksi
betina dengan demikian aktivitas dari sperma mungkin terjadi
ketika faktor tekanan dicairkan, pH menjadi alkalin dan
osmolalitas menjadi hipotonik, secara berturut-turut. Rata-rata
panjang total spermatozoa ikan teleostei adalah 40-60 u
dengan panjang kepala hanya 2-3 p. [5]. Walaupun ukuran
dan bentuk spermatozoa berbeda pada jenis ikan hewan,
namun struktur morfologinya adalah sama. Permukaan sperma
di bungkus oleh suatu membran liporotein. Apabila sela
tersebut mati, permaetabilitas membranya meninggi, terutama
di daerah pangkal kepala dan hal ini merupakan dasar
pewarnaan semen yang membedakan sperma yang hidup dan
yang mati [13].

Terdapat 5 syarat pengencer spermatozoa yang ideal, yakni:
isotonic, memiliki kemampuan menyangga dengan baik,
mengandung nutrisi yang menstabilkan koloid-koloid dan
antioksidan, anti bakteri dan mampu melindungi sperma dari
kejutan dingin. Bahan pengencer berhubungan erat dengan
komposisi ionic plasmaseminal atau plasma darah [5].

1. METODOLOGI

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Februari 2012. Ikan
diperoleh dari hasil kolam Unit Pengelola BudidayaAir Tawar
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(UPBAT) Dinas Kelautan dan Perikanan Propinsi Jawa Timur,
Kec. Dlanggu, Mojokerto. Sedangkan untuk proses
penyimpanan dan analisa spermatozoa di lakukan pada
Laboratorium Zoology — Biologi FMIPA ITS.

A. Alat dan Bahan

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah
mikroskop, gelas objek, gelas penutup, tabung Eppendorf,
thermometer, autoclave, Erlenmeyer, syringe tanpa jarum,
handtally counter, timbangan analitik, gelas ukur, kain serbet
halus, kertas pH, pipet, haemocytometer, aluminium foil,
tissue, toples plastik dan lemari pendingin. Bahan yang
digunakan pada penelitian ini yaitu NaCl Fisiologis, madu,
larutan eosin, aquadest, lkan Patin (Pangasius pangasius)
jantan yang telah matang gonad untuk diambil spermanya.

B. CaraKerja

Larutan pengencer dibuat dengan cara menggunakan madu
yang dilarutkan dalam NaCl Fisiologis. Campuran madu dan
NaCl fisiologis yang selanjutnya akan disebut sebagai Larutan
Pengencer. Variasi larutan pengencer yaitu dari 0,2%, 0,4%,
0,6% dan 0,8%. Konsentrasi larutan pengencer dalam satuan
% setara dengan ml/100ml.

- (DO0) kontrol (sperma + 0 ml madu dalam 100 ml NaCl
Fisiologis)

- (D1) 0,2 % larutan (sperma + 0,2 ml madu dalam 99,8
ml NacCl Fisiologis)

- (D2) 0,4 % larutan (sperma + 0,4 ml madu dalam 99,6
ml NacCl Fisiologis)

- (D3) 0,6 % larutan (sperma + 0,6 ml madu dalam 99,4
ml NaCl Fisiologis)

- (D4) 0,8 % larutan (sperma + 0,8 ml madu dalam 99,2
ml NaCl Fisiologis)

Spermatozoa diperoleh dengan mengurut bagian perut ikan
ke arah anal [9]. Spermatozoa yang telah didapatkan lalu
ditampung dan dilakukan pemeriksaan secara makroskopis
dan  mikroskopis. Pengamatan = makroskopis  berupa
pengamatan terhadap volume, warna, bau dan pH
spermatozoa. Pengamatan mikroskopis berupa penentuan
konsentrasi spermatozoa ikan, penentuan persentase hidup
(viabilitas)  spermatozoa dan  pergerakan  (motilitas)
spermatozoa.

Cairan sperma yang telah dikeluarkan dari tubuh ikan
diambil 0,1 ml kemudian di campurkan dengan beberapa
konsentrasi larutan pengencer yang telah sebelumnya dibuat
pada tabung eppendorf. Pengenceran sperma dilakukan
dengan menggunakan perbandingan sperma : pengencer = 1:9
[6].

Pengamatan sperma dilakukan selama 2 hari dengan
interval waktu pengamatan 6 jam sekali.

- (T1) pengamatan 6 jam

- (T2) pengamatan 12 jam
- (T3) pengamatan 18 jam
- (T4) pengamatan 24 jam
- (T5) pengamatan 30 jam
- (T6) pengamatan 36 jam
- (T7) pengamatan 42 jam
- (T8) pengamatan 48 jam

Pengamatan motilitas dilakukan dengan cara mengambil
satu tetes sperma dengan menggunakan pipet (0,01 ml) dan
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diletakkan pada obyek glass kemudian diteteskan dengan
aquades diamati dibawah mikroskop dengan perbesaran 400X
[14]. Hitung spermatozoa yang masih bergerak. Pengamatan
viabilitas dilakukan dengan cara menggunakan pengencer
berupa larutan pewarna eosin. Prosedur pengamatan dengan
metode pewarnaan yaitu dengan mengambil satu tetes sperma
(= 0,01 ml) yang telah disimpan tadi dan letakkan pada obyek
glass kemudian ditambah dengan cairan pewarna eosin lalu
homogenkan, selanjutnya dibuat preparat dengan cara
menekan dan mendorong menggunakan cover glass
membentuk sudut 45° kemudian dilihat di bawah mikroskop
dengan pembesaran 400x, untuk dihitung jumlah spermatozoa
yang hidup dan berapa jumlah spermatozoa yang mati agar
dapat diperoleh viabilitas dari spermatozoa. Sperma yang mati
akan menyerap zat warna merah dan yang hidup akan tetap
berwarna transparan pada bagian dalam selnya [14].

C. Analisa Data

Penelitian ini memiliki 5 perlakuan dan masing 3 ulangan.
Karena seluruh satuan percobaan dianggap homogen maka
rancangan yang digunakan yaitu RAL (Rancangan Acak
Lengkap) menggunakan Analisis Ragam (ANOVA) yang
dilanjutkan dengan Uji Jarak Berganda Duncan [15].

IV. ANALISA DATA DAN PEMBAHASAN

A. Kualitas Sperma Segar lkan Patin (Pangasius pangasius)

Pemeriksaan awal kualitas sperma sangat penting untuk
menentukan apakah sperma yang digunakan layak atau tidak
untuk digunakan sebagai stok sperma yang akan disimpan.
Hasil pemeriksaan makroskopis dan mikroskopis terhadap
sperma segar dari ikan patin (Pangasius pangasius) yang telah
diambil di UPBAT dengan cara stripping yang digunakan
untuk penelitian ditunjukkan dalam Tabel 1.

Tabel 1.
Tabel Pengamatan Spermatozoa Segar Ikan Patin (Pangasius pangasius)

Kriteria Pengamatan Hasil
Volume sperma 7,8 ml
Warna sperma Putih susu
pH sperma 7,6
Konsentrasi spermatozoa 11,2x10° sel/ml
Berat Ikan 2,6 kg
Umur Ikan 4 tahun
Motilitas 97 %
Viabilitas 98 %

Berdasarkan hasil dari pemeriksaan makroskopis dan
mikroskopis sperma segar ikan patin tersebu yaitu masih layak
dijadikan sampel penyimpanan sperma. Hal ini sesuai dengan
rujukan [12] tentang aplikasi bioteknologi inovatif dengan
menggunakan sperma ikan patin dihasilkan data volume
sperma 2 ml — 16 ml, dengan konsentrasi spermatozoanya
9,4x10° sel sperma/ml, motilitasnya 70% - 99%. Menurut
Fujaya, 2002 dengan pH sperma yang dapat digunakan untuk
penyimpanan adalah sperma yang memiliki pH 7,14-7,85 dan
persentase hidup spermatozoa lebih dari 70%.
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B. Moatilitas Spermatozoa Ikan Patin (Pangasius pangasius)
yang Disimpan dengan Penambahan Larutan Pengencer

Motilitas spermatozoa ikan patin ditentukan dari banyaknya
jumlah spermatozoa yang bergerak dari suatu lapang pandang.
Dalam penelitian  ini kategori pergerakan spermatozoa
diabaikan, artinya semua jenis kategori pergerakan
spermatozoa pada saat pengamatan dihitung dan
dipersentesekan. Kemudian persentase motilitas spermatozoa
ikan patin dianalis secara statistik dengan uji analisi ragam.

Hasil analisis statistik analisis ragam nilai sig uji F untuk
larutan pengencer , waktu penyimpanan dan juga interaksi
antara larutan pengencer dan waktu penyimpanan , semuanya
adalah 0,00, karena lebih kecil dari taraf sig. 0,05, dapat
dikatakan bahwa pengaruh interaksi larutan pengencer dan
waktu pengamatan nyata terhadap motlitas spermatozoa.
Selanjutnya dilakukan Uji Jarak Duncan agar dapat
mengetahui interaksi mana yang memberikan persentase
motilitas tertinggi selama masa penyimpanan.

Tabel 2.
Persentase motilitas spermatozoa ikan patin dengan penambahan larutan

pengencer selama masa penyimpanan.

Perlakuan Motilitas (%)

Pemberian Waktu Pengamatan

Larutan T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
Pengencer

DO 77,78 5643  208° 10,667 9,08 341° 0,00° 0,00°
D1 77,66 67,12 388°  3045" 17,9° 527° 0,00°0  0,00°
D2 821m 752 384° 1893 10,1¢ 532° 0,00°  0,00°
D3 837™ 72,37 4599" 3889¢ 17,2° 6,84° 1,11®  0,00*
D4 78.3' 6215  37,9° 28,13 113" 42° 0,6" 0,00%

Ket : Huruf dalam superscript pada kolom menunjukkan pebedaan nyata antar
interaksi

Berdasarkan tabel 2. terlihat bahwa persentase motilitas
yang diikuti dengan superscript huruf ”a” adalah persentase
motilitas terendah dan persentase motilitas yang diikuti
dengan superscript huruf ”m” adalah persentase motilitas
spermatozoa paling tinggi pada interaksi perlakuan dan lama
penyimpanan. Superscript huruf m antara lain interaksi D3*T1
dan D2*T1. D3*T1 dan D2*T1 merupakan interaksi yang
dapat menghasilkan persentase motilitas spermatozoa terbaik
jika dibandingkan dengan interaksi yang lainnya.

Saat spermatozoa berada diluar testis, spermatozoa
membutuhkan nutrisi untuk bertahan hidup. Rujukan [16]
menyatakan  komposisi cairan sperma organik (seminal
plasma) dari catfish dan carp mempunyai energi substrat
seperti glukosa dan fruktosa, piruvat, malat dan bahan lainnya
dalam jumlah yang kecil pada spermatozoa. Oleh karena itu
dalam penelitian ini digunakan madu sebagai nutrisi pada
spermatozoa. Nutrisi yang disumbangkan oleh madu terutama
berupa glukosa dan fruktosa yang dipakai sebagai sumber
energi untuk kelangsungan hidup dan motilitas spermatozoa.
Dalam keadaan normal energi yang dilepaskan dapat dipakai
sebagai energi mekanik (pergerakan) atau sebagai energi
kimiawi  (biosintesa), jika tidak dipergunakan akan
menghilang sebagai panas. Apabila persediaan energi habis,
maka Kkontraksi fibril-fibril spermatozoa akan terhenti dan
spermatozoa  tidak  bergerak. Untuk  melangsungkan
pergerakan kembali, ATP dan ADP harus dibangun kembali
dengan penambahan gugusan phosphoryl yang membutukan
sumber energi dari luar [17]. Metabolisme gula sederhana ini
melalui respirasi sel spermatozoa menghasilkan ATP.
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Penguraian ATP menjadi ADP dalam membran dalam
mitokondria menghasilkan energi untuk motilitas spermatozoa
[18]. Motilitas spermatozoa terjadi karena adanya gerakan dari
flagel yang terdiri dari mikrotubul. Gerak flagel merupakan
gerak geseran antara doblet dengan perantara dynein. Dynein
memiliki gugus yang berperan sebagai ATPase yang
bertanggung jawab terhadap terjadinya hidrolisis ATP. Dynein
melakukan siklus pergerakan karena tersedianya ATP yang
dihasilkan oleh mitokondria [19]. ATP yang dihasilkan oleh
mitokondria diaktifkan oleh enzim ATPase untuk melepas
ikatan fosfat pertama sehingga terbentuklah ADP dan fosfat
anorganik dengan melepas energi untuk konstraksi fibril. Bila
persediaan fosfat dalam ATP dan ADP telah habis, kontraksi
fibril spermatozoa akan berhenti dan gerakan juga berhenti.
Motilitas dapat terus berlangsung jika ADP dan ATP dibangun
kembali dengan menambahkan kelompok fosfat dari sumber
energi berupa bahan organik seperti karbohidrat dan lemak
[9].

Pada awal waktu penyimpanan (T1) persentase motilitas
spermatozoa tinggi dan turun pada selama penyimpanan
hingga T8, artinya semakin lama proses penyimpanan sperma
persentase motilitas spermatozoa juga semakin menurun.
Interaksi yang memiliki persentase motilitas spermatozoa
rendah seperti pada waktu pengamatan T7 dan T8 diseluruh
perlakuan. Hal ini diduga karena tidak adanya nutrisi
tambahan vyang ditambahkan dikarenakan nutrisi yang
diberikan oleh larutan pengencer telah habis digunakan.
Interaksi D3*T1 dan D2*T1 mampu menghasilkan persentase
motilitas spermatozoa dikarenakan nutrisi yang disediakan
larutan pengencer masih ada untuk digunakan spermatozoa.
Pemberian air madu dengan konsentrasi yang lebih besar tidak
sesuai sebagai media hidup karena sel spermatozoa dapat tetap
melakukan metabolisme secara maksimal bila pengencer
bersifat isotonik. Membran sel bersifat semipermeable
sehingga baik pengencer yang bersifat hipotonik ataupun
hipertonik akan mempengaruhi transfer air melalui membran
dan menyebabkan rusaknya integritas sel [20]. Air mempunyai
fungsi penting dari sistem hidup karena bagian terbesar dari
tiap sel adalah air dan kebanyakan materi kimiawi yang ada
larut didalamnya sehingga terjadi reaksi. Kadar air dalam
sitoplasma akan mengganggu metabolisme dan mempengaruhi
ketahanan hidup sel karena ketahanan hidup tergantung dari
keseimbangan penyerapan dan pelepasan air [19]. Selain
berkurangnya energi, penurunan persentase motilitas
spermatozoa selama penyimpanan terjadi karena berkurangnya
oksigen. Selama penyimpanan wadah yang digunakan untuk
menampung sperma dan larutan pengencer adalah tabung
eppendorf yang ditutup rapat dan disimpan dalam lemari es.
Selama penyimpanan, spermatozoa terus melakukan aktivitas
yang membutuhkan energi. Energi untuk yang berasal dari
plasma sperma maupun pengencer yang ditambahkan.
Metabolisme spermatozoa dapat berlangsung secara aerob
maupun anaerob. Ketika terdapat oksigen, metabolisme
fruktosa 9 kali lebih efisien dalam menghasilkan energi dan
dimetabolisir secara sempurna menjadi CO, + H,O [17].
Sebaliknya, jika ketersediaan oksigen tidak mencukupi maka
metabolisme spermatozoa akan berjalan secara anaerob.
Metabolisme  spermatozoa dalam  keadaan  anaerob
menghasilkan asam laktat yang mengakibatkan penurunan pH
di lingkungan sperma [21]. Pada kondisi lingkungan yang
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asam, daya gerak spermatozoa akan menurun. Peningkatan
konsentrasi laktat melebihi batas toleransi dapat menyebabkan
kematian [22].

Pada penelitian ini dihasilkan persentase motilitas yang
masih layak dipakai untuk inseminasi buatan hanya sampai 18
jam (T3) pada perlakuan D3, karena standar motilitas yang
banyak digunakan dalam program inseminasi buatan harus
memiliki persentase motilitas paling sedikit 40% [21].
Setelah 18 jam atau pengamatan jam ke-3 rata-rata motilitas
spermatozoa ikan patin terjadi penurunan motilitas hingga
<40% sehingga tidak layak digunakan untuk inseminasi
buatan.

C. Viabilitas Spermatozoa lkan Patin (Pangasius pangasius)
yang Disimpan dengan Penambahan Larutan Pengencer

Persentase spermatozoa yang hidup ditentukan berdasarkan
penyerapan zat warna eosin yang dicampurkan pada sperma.
Apabila spermatozoa mati, akan menyerap zat warna yang ada
disekitarnya sedangkan yang hidup tidak menyerap zat warna.
Pada Gambar 1, ditunjukkan perbedaan antara sperma yang
hidup dengan yang mati dengan indikator warna eosin yang
diserap sperma mati. Pada sel yang mati akan terjadi
kerusakan membran plasmanya dan selanjutnya akan
menyerap zat warna. Sel yang telah menyerap zat warna akan
terjadi pembengkakan [23]. Hal tersebut sesuai dengan hasil
pengamatan pada penelitian ini yaitu tampak spermatozoa
yang terwanai bagian head piece — nya lebih besar daripada
head piece spermatozoa yang transparan (tidak terwarnai).

A B

4
Gambar 1. Pewarnaan spermatozoa menggunakan eosin, pengamatan dengan

mikroskop compound dengan perbesaran 1000 X. Tanda panah (a) adalah
sperma mati dan tanda panah (b) adalah sperma hidup.

Pemeriksaan viabilitas berguna untuk mengetahui sampai
berapa lama spermatozoa tersebut hidup (viable) atau tidak
hidup (unviable) yang pada penampakan spermatozoa tidak
bergerak atau imotil dalam proses penyimpanan dengan
penambahan larutan pengencer. Spermatozoa yang imotil
belum tentu spermatozoa tersebut sudah mati. Lingkungan
yang tidak sesuai akan menyebabkan spermatozoa tidak
mampu bergerak tetapi jika spermatozoa tersebut berada
lingkungan yang mendukung maka spermatozoa tersebut akan
bergerak kembali [14]. Hasil analisis statistik dari analisis
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ragam terlihat bahwa nilai sig uji F untuk larutan pengencer,
waktu penyimpanan dan  juga interaksi antara larutan
pengencer dan waktu penyimpanan , semuanya adalah 0.00,
karena lebih kecil dari taraf sig. 0.05, dapat dikatakan bahwa
pengaruh interaksi larutan pengencer dan waktu pengamatan
nyata terhadap viabilitas spermatozoa. Selanjutnya dilakukan
Uji Jarak Duncan agar dapat mengetahui interaksi mana yang
memberikan persentase motilitas tertinggi selama masa
penyimpanan.
Tabel 3.
Persentase viabilitas spermatozoa ikan patin dengan penambahan larutan

pengencer selama masa penyimpanan.

Perlakuan Viabilitas (%)

Pemberian Waktu Pengamatan

Larutan

Pengencer T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
DO

787™ 734' 678" 572" 356° 248° 292°  187°

D1 878" 778" 617 619 5249 5279 329¢ 233"
D2 853" 761™ 707% 64,9 451" 449"  371° 31,3¢
D3 945° 814" 715 571" 50,8° 50,02 4377  295°
D4 92,6° 867" 749' 582" 486" 437" 366° 28,3°

Ket : Huruf dalam superscript pada kolom menunjukkan pebedaan nyata antar
interaksi

Ketahanan hidup (viabilitas) spermatozoa terlihat pada tabel
3. interaksi D3*T1 dan D4*T1 yang memberikan persentase
viabilitas tertinggi dari seluruh interaksi larutan pengencer dan
lama penyimpanan. Persentase viabilitas spermatozoa pada
penelitian ini masih dapat bertahan hingga selama 48 jam,
padahal kemampuan spermatozoa hidup secara normal setelah
keluar dari testis hanya berkisar antara 1-2 menit [24].
Penambahan pengencer larutan pengencer yang dapat
mempertahankan kehidupan spermatozoa dengan memberikan
nutrisi sumber energi. Pada proses penyimpanan spermatozoa
diperlukan bahan pengencer yang tidak hanya sebagai bahan
pengencer sperma saja tetapi juga harus mampu berfungsi
sebagai penyedia sumber nutrisi bagi spermatozoa sehingga
fungsionalitas  dan  kapabilitas  spermatozoa  dapat
dipertahankan [6]. Dalam penelitian ini larutan pengencer
NaCl fisiologis dengan madu merupakan bahan pengencer
sperma dengan kombinasi bahan dasar gula dan ion-ion garam
Larutan NaCl memberi sifat buffer, mempertahankan pH
sperma yang dapat memperpanjang umur spermatozoa, karena
bersifat isotonis dengan cairan sel [7]. Madu pada penelitian
ini mengandung gula pereduksi sebanyak 67,84% yang terdiri
dari fruktosa dan glukosa. Kandungan gula pereduksi ini
digunakan oleh spermatozoa sebagai sumber energi dan juga
madu mengandung mineral. Bahan utama yang dipakai
spermatozoa sebagai sumber energi dari luar testis adalah
fruktosa yang diubah menjadi asam laktat dan energi dengan
bantuan enzim fruktolisin dalam proses glikolisis [17].
Rujukan [18] menyatakan gula pereduksi tersebut dapat
dimetabolisme oleh spermatozoa untuk menghasilkan energi
berupa ATP. Selanjutnya spermatozoa memanfaatkan ATP
sebagai sumber energi dalam mempertahankan daya hidupnya.
Terdapat unsur-unsur elektrolit seperti Na, Ca, K berfungsi
sebagai cryoprotectant di dalam pengencer [25].

Perlakuan dO yang merupakan bahan pengencer dari NaCl
fisiologis tanpa menggunakan madu memiliki viabilitas
spermatozoa yang terendah karena diduga perlakuan ini tidak
ada bahan penutrisi  spermatozoa untuk melakukan
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metabolisme  untuk  mempertahankan  hidupnya jika
dibandingkan dengan perlakuan lainnya yang menggunakan
madu. Interaksi D3*T1 dan D4*T1 dalam penilitian ini
memberikan hasil persentase viabilitas yang tertingga
dikarenakan masih tersedianya nutrisi yang diberikan oleh
larutan pengencer. Pada interaksi yang lainnya memberikan
efek pada penyimpanan spermatozoa yang tidak terlalu bisa
mempertahankan ketahanan hidup spermatozoa, hal ini diduga
dosis madu pada pengencer yang diberikan terlalu rendah
sehingga sumber energi yang dibutuhkan spermatozoa kurang
tercukupi untuk bertahan hidup dalam jangka waktu yang
lama.

Seperti halnya pada persentase motilitas yaitu pada awal
waktu penyimpanan (T1) tinggi dan turun pada selama
penyimpanan hingga akhir penyimpanan (T8), artinya semakin
lama proses penyimpanan sperma persentase motilitas
spermatozoa juga semakin menurun. Pada waktu pengamatan
T1 hingga T3 perlakuan D4 memiliki persentase viabilitas
spermatozoa tertinggi dalam penyimpanan. Hal yang sama
begitu pula terjadi pada waktu pengamatan T4 perlakuan D2,
waktu pengamatan T5 dan T6  perlakuan D1, waktu
pengamatan T7 dan T8 perlakuan D3. Hal ini disebabkan
energi yang ada pada media pengencer terus menerus
berkurang karena digunakan oleh spermatozoa untuk terus
menerus metabolisme seiring dengan lama penyimpanan.
Lama hidup spermatozoa yang telah dikeluarkan dari testis
sangat tergantung dari persediaan energi yang terkandung
dalam tubuh sperma tesebut [5]. Bahan utama yang dipakai
spermatozoa sebagai sumber energi dari luar testis adalah
fruktosa yang diubah menjadi asam laktat dan energi dengan
bantuan enzim fruktolisin dalam proses glikolisis. Penurunan
persentase hidup dalam proses penyimpanan dapat juga
disebabkan oleh metabolisme spermatozoa yang menghasilkan
produk samping berupa asam laktat dan atau CO, [17].
Asam laktat dapat menghambat aktifitas metabolisme
spermatozoa. Sperma yang basa atau asam akan menurunkan
metabolismenya [26].

Pada peneilitian ini pengamatan viabilitas menunjukkan
seluruh  konsentrasi pengencer yang digunakan untuk
menyimpan sperma ikan Patin (Pangasius pangasius) berhasil
mempertahankan hingga jam ke-48 pengamatan (bahkan bisa
lebih) dengan rata-rata persentase 26,23%. Tetapi dilain pihak
rata-rata persentase motilitas pada penelitian ini hanya bisa
bertahan rata-rata pada jam ke-36 pengamatan, hanya
perlakuan D3 dan D4 saja yang dapat mempertahankan
motilitas hingga jam ke-42 pengamatan. Hal ini dapat
dikatakan walaupun ketahanan hidup spermatozoa bisa
bertahan lama akan percuma jika tidak memiliki daya
pergerakan yang cukup untuk membuahi pada Inseminasi
Buatan (IB) pada hewan kelas ikan.

V. KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

Penggunaan larutan pengencer yang terbuat dari campuran
madu dan NaCl fisiologis sebagai dalam penyimpanan sperma
ikan patin (Pangasius pangasius) berpengaruh terhadap
pergerakan (motilitas) dan ketahanan hidup (viabilitas)
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spermatozoa ikan patin tetapi tidak bisa digunakan untuk
inseminasi buatan karena persentase motilitas yang masih
layak dipakai untuk inseminasi buatan hanya hingga 18 jam
(T3) pada perlakuan D3, karena standar motilitas yang banyak
digunakan dalam program inseminasi buatan harus memiliki
persentase motilitas paling sedikit 40%.

Pada penelitian terdapat interaksi antara pemberian larutan
pengencer dan lama penyimpanan yang memberikan hasil
persentase motilitas dan viabilitas yang tinggi. Persentase
motilitas spermatozoa ikan patin paling baik terdapat pada
larutan pengencer D3 (99,4 ml larutan NaCl fisiologis dan
madu 0,6 ml) dan larutan pengencer D2 (99,6 ml larutan NaCl
fisiologis dan madu 0,4 ml) pada pengamatan T1 (6 jam). Dan
persentase viabilitas spermatozoa ikan patin paling baik
terdapat pada larutan pengencer D3 (99,4 ml larutan NaCl
fisiologis dan madu 0,6 ml) dan larutan pengencer D4 (99,2
ml larutan NaCl fisiologis dan madu 0,8 ml) pada pengamatan
T1 (6 jam).

B. Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui
kemampuan spermatozoa dalam proses fertilisasi setelah
proses penyimpanan. Mencari bahan pengencer alami yang
bernutrisi lain yang dapat digunakan sebagai cadangan energi
spermatozoa contohnya sari-sari buah yang memiliki kadar
glukosa atau fruktosa yang cederung tinggi. Dilakukan
pengamatan MPU (membran plasma utuh) yaitu dengan
metode osmotic resistance test (ORT) atau hypoosmotic
swelling (HOS).
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