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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui level air tebu terbaik untuk
ditambahkan dalam pengencer semen ayam hutan merah berbasis ringer
laktat kuning telur. Semen dikoleksi menggunakan metode pemijatan dan
semen segar dievaluasi secara makroskopis dan mikroskopis. Semen dibagi
ke dalam lima tabung yang masing-masing berisi pengencer ringer laktat
kuning telur, ringer laktat kuning telur + air tebu 10% , ringer laktat kuning
telur + air tebu 20% , ringer laktat kuning telur + air tebu 30% , ringer laktat
kuning telur + air tebu 40%. Semen disimpan dalam refrigerator selama 24
jam kemudian dilakukan evaluasi motilitas spermatozoa (progresif, reverse,
vibrator, total). Hasil penelitian menunjukkan bahwa perlakuan level air tebu
dalam pengencer berpengaruh sangat nyata (P<0.01) terhadap motilitas
progresif, motilitas reverse dan motilitas total. Penambahan level air tebu
10% dan 20% menghasilkan motilitas total paling tinggi yaitu 86.24-88.79%.
Namun, motilitas progresif tertinggi didapatkan pada penggunaan level air
tebu 20% yaitu 77.67%. Kesimpulan penelitian ini adalah air tebu 20% dapat
ditambahkan dalam pengencer ringer laktat kuning telur untuk
mempertahankan motilitas total dan motilitas progresif spermatozoa ayam
hutan merah selama penyimpanan 24 jam.

ABSTRACT

This study aims to determine the best level of sugarcane juice to be
added to red jungle fowl semen diluent based on egg yolk lactate. Semen was
collected using the massage method and fresh semen was evaluated
macroscopically and microscopically. Semen was divided into five tubes,
each containing Ringer's lactate egg yolk, Ringer's lactate egg yolk +
sugarcane juice 10%, Ringer lactate egg yolk + sugarcane juice 20%, Ringer
lactate egg yolk + sugarcane juice 30%, Ringer lactate egg yolk + sugarcane
juice 40%. Semen was stored in the refrigerator for 24 hours and then the
spermatozoa motility was evaluated (progressive, reverse, vibrator, total).
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The results showed that the treatment of sugarcane juice level in the diluent
had a very significant effect (P<0.01) on progressive motility, reverse
motility and total motility. The addition of 10% and 20% sugarcane juice
levels resulted in the highest total motility, namely 86.24-88.79%. However,
the highest progressive motility was found in the use of 20% sugarcane juice

level, which was 77.67%. The conclusion of this study is that 20% sugarcane
juice can be added to Ringer's lactate egg yolk diluent to maintain total
motility and progressive motility of red jungle fowl spermatozoa during 24

hours storage.

PENDAHULUAN

Ayam hutan merah (Gallus gallus) di
Indonesia merupakan jenis ayam liar yang
banyak diburu sehingga membutuhkan
perhatian serius untuk melestarikannya. Ayam
ini memiliki arti penting bagi masyarakat
karena merupakan nenek moyang ayam lokal
yang menyebar di berbagai pulau di Indonesia
bahkan dunia. Menurut Setianto et al. (2016)
ayam hutan merah sudah sulit ditemukan di
alam karena adanya kerusakan habitat,
perburuan yang tidak terkendali dan dimangsa
predator yang diperkirakan sebagai penyebab
penurunan populasi ayam hutan merah yang
mengarah  pada kepunahan.  Meskipun
demikian, status konservasi ayam hutan
merah masih tergolong beresiko rendah (least
concern) (Bird Life International, 2021).
Namun , jika perburuan dan perusakan habitat
terus dilakukan tanpa upaya pelestarian maka
akan menyebabkan ayam ini terancam punah.

Ayam hutan merah jantan memiliki sifat
kualitatif berupa warna bulu didominasi oleh
kombinasi warna merah kecoklatan, kuning
dan hitam. Bulu kepala, punggung dan
sebagian sayap berwarna merah kecoklatan,
bulu leher merah kecoklatan dan kuning
emas, bulu ekor, dada dan sebagian sayap
berwarna hitam. Kemurnian ayam hutan
merah dilihat dari kerlip bulu emas, warna
shank hitam/abu-abu dan bentuk jengger
tunggal (Tantu, 2007).

Upaya pelestarian dapat dilakukan
dengan pengawetan spermatozoa sehingga
dapat digunakan ketika ayam tersebut di
ambang kepunahan. Pembekuan spermatozoa
dalam nitrogen adalah hal lazim dilakukan
untuk pengawetan semen. Namun jika tidak

ditunjang oleh bahan pengencer yang sesuai
maka dapat meningkatkan tingkat kematian
spermatozoa setelah pencairan kembali
(thawing). Sehingga dibutuhkan kajian yang
mendalam mengenai komposisi pengencer
yang mampu mempertahankan daya hidup
spermatozoa dan tidak mengandung toksik
yang berbahaya bagi spermatozoa.

Bahan pengencer sebaiknya murah dan
mudah dijangkau. Beberapa peneliti telah
mencoba menggunakan bahan pengencer
kimia maupun pengencer alternatif dari
bahan-bahan alami. Pengencer yang umum
digunakan dalam pengenceran semen ayam di
Indonesia yaitu ringer laktat atau air kelapa
yang disuplementasi kuning telur, karbohidrat
dan antioksidan (Octa et al., 2014; Magfira et
al., 2017; Telnoni et al., 2017, Iswati et al.,
2017; Malik et al., 2018; Khaeruddin dan
Srimaharani,  2019;  Khaeruddin  dan
Kurniawan, 2020). Pada pengencer semen
ayam dibutuhkan adanya gula karena
kurangnya komponen gula fruktosa yang
terdapat secara alami dalam semen ayam yaitu
4 mg/100 ml semen (Getachew, 2016).
Sedangkan gula merupakan sumber energi
yang dibutuhkan oleh spermatozoa untuk
pergerakan.

Tebu merupakan tanaman tropis yang
dijadikan bahan baku pembuatan gula di
Indonesia karena kandungan sukrosanya yang
tinggi. Menurut Casu et al. (2002) Batang
tanaman tebu dapat mengakumulasi sukrosa
12-16% dari berat basahnya dan 50% dari
berat kering batang tebu. Pada penelitian
Bardan et al. (2009), penggunan kombinasi
air tebu dengan kuning telur dalam pengencer
mampu mempertahankan motilitas, viabilitas
dan keutuhan membran plasma spermatozoa
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sapi bali pada penyimpanan suhu 5 °C selama
96 jam, air tebu dapat digunakan dengan
persentase sebesar 30% hingga 40%.
Penggunaan air tebu sebagai pengencer semen
ayam belum pernah dilakukan, mengingat
potensi air tebu sebagai pengencer semen
ayam sehingga penelitian ini dilakukan untuk
mengetahui pengaruh level air tebu untuk
substitusi ringer laktat kuning telur terhadap
motilitas spermatozoa ayam hutan merah.
Pengencer terbaik dalam penelitian ini
diharapkan menjadi pengencer dasar dalam
teknologi pembekuan semen ayam hutan.

METODE PENELITIAN

Pemeliharaan Ayam

Ayam hutan merah sebagai sumber
semen dipelihara dalam kandang individu
dengan ukuran 40 x 50 x 70 cm yang
diberikan ransum komplit 150 gr/ekor/hari
dan air minum diberikan secara ad libitum.

Penyiapan Pengencer

Pengencer dasar dibuat dengan
mencampur ringer laktat 90% dengan kuning
telur 10% kemudian disentrifius dengan
kecepatan 2000 rpm selama 20 menit
(Khaeruddin et al., 2020b). Endapan dibuang
dan supernatan diambil sebagai pengencer.
Pengambilan sari air tebu dimulai dengan
menghaluskan batang tebu yang telah dicacah
menggunakan food processor kemudian
dilakukan penyaringan air tebu. Air tebu
tersebut disubtitusikan ke dalam pengencer
dasar sebanyak 10%, 20%, 30% dan 40%.
Selanjutnya ditambahkan penisilin 1000
IU/ml dan streptomisin 1 mg/ml.

Penampungan Semen

Penampungan semen dilakukan pada
jam 8 pagi dengan metode pengurutan
(massage) pada bagian tulang pubis secara
halus hingga papilla menonjol. Semen
ditampung menggunakan spoid tuberculin 1
ml.

Arsyad et al.

Pengenceran Semen dan Penyimpanan

Semen diencerkan dengan
perbandingan pengencer adalah 1:5. Semen
gang telah diencerkan disimpan pada suhu 5
C selama 24 jam.

Parameter Penelitian

Parameter  Penelitian  ini  yaitu
karakterstik semen segar ayam secara
makroskopis  (volume, pH, warna dan
konsistensi  semen) dan  mikroskopis
(konsentrasi,  motilitas,  viabilitas  dan
abnormalitas spermatozoa). Parameter yang
diamati pada semen cair yaitu motilitas total,
progresif, reverse, dan vibrator. Pengamatan
motilitas spermatozoa tersebut dilakukan pada
mikroskop ~ cahaya  (Boeco,  Jerman)
perbesaran 40x16 pada 10 lapang pandang.

Rancangan Penelitian dan Analisis Data

Penelitian ini menggunakan metode
eksperimen dengan rancangan acak lengkap
(RAL) yang terdiri dari 5 taraf perlakuan dan
5 kali ulangan. Data dianalisis menggunakan
sidik ragam (ANOVA), jika ditemukan
pengaruh yang signifikan (P<0.05) maka
dilanjutkan dengan uji jarak berganda
Duncan.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Karakteristik Semen Segar

Volume semen ayam hutan merah
pada penelitian ini relatif rendah yaitu 0.09
ml. Namun laporan sebelumnya menunjukkan
hasil yang lebih rendah yaitu 0.025 ml pada
ayam hutan merah umur 6-18 bulan (Rakha et
al., 2017). Volume semen ayam domestik
relatif tinggi yaitu 0.24 ml (Hambu et al.
(2016), 0.39 ml (dos Santos et al., 2018), 0.86
ml (Rochmi dan Sofyan, 2019), 0.25 ml
(Khaeruddin et al., 2020a), dan 0.38 ml (Du et
al., 2021).

Hasil pengamatan warna semen ayam
hutan agak bening dengan konsistensi sedang.
Menurut Soepiyana et al. (2006), warna dan
konsistensi semen ini menentukan konsentrasi
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Parameter Rerata + SD
Volume semen (ml) 0.09+0.04
Warna semen Bening-putih susu
Konsistensi semen Sedang
pH semen 7.95+0.38
Konsentrasi spermatozoa per ml (xlOg) 1.19+0.20
Konsentrasi spermatozoa per ejakulat (x10°) 0.10+0.06
Gerakan massa spermatozoa +
Motilitas spermatozoa (%) 86.25+2.50
Viabilitas spermatozoa (%) 95.86+2.77
Abnormalitas spermatozoa (%) 14.89+2.63

spermatozoa, bila semen kental dan berwarna
putih pekat maka konsentrasi sperma tinggi,
sebaliknya bila semen encer dan berwarna
bening maka konsentrasinya rendah. Hal ini
terlihat pada konsentrasi spermatozoa pada
penelitian ini yang cukup rendah (Tabel 1).
pH semen sedikit lebih tinggi dari pH semen
ayam domestik yang dilaporkan sebelumnya
yaitu 6.7-7.59 (Hu et al., 2013; Mphaphati et
al., 2016; Tesfay et al., 2020; Du et al.,
2021).

Malik et al. (2013) menunjukkan
perbedaan dengan penelitian ini yaitu volume
semen dan konsentrasi spermatozoa ayam
hutan merah masing-masing 0.33 ml dan 4.44
milyar/ml yang lebih tinggi daripada volume
semen dan konsentrasi spermatozoa ayam
domestik. Perbedaan karakteristik semen
ayam hutan merah dipengaruhi oleh umur
ayam, lingkungan (musim) dan frekuensi
penampungan (Rakha et al., 2015; Rakha et
al., 2017). Sedangkan konsentrasi
spermatozoa  dipengaruhi  oleh  sistem
pemeliharaan ayam (Du et al., 2021).

Motilitas Spermatozoa Ayam Hutan
Merah dengan Berbagai Level Air Tebu
dalam Pengencer

Hasil penelitian (Tabel 2) menunjukkan
bahwa perlakuan level air tebu memberikan
pengarun yang nyata (P<0.05) terhadap
motilitas total, progresif dan reverse pada
spermatozoa ayam hutan merah setelah
disimpan 24 jam (Tabel 2). Penambahan air

tebu 10-20% mampu mempertahankan
motilitas spermatozoa lebih baik
dibandingkan kontrol (pengencer ringer
laktat-kuning telur 100%). Hal ini ditandai
dengan peningkatan motilitas total dan
peningkatan motilitas maju (progresif) dan
penurunan motilitas yang bergerak mundur
(reverse).

Berdasarkan hasil ini terlihat bahwa air
tebu 20% layak dijadikan pengencer semen
ayam karena menghasilkan motilitas progresif
yang paling tinggi dan motilitas reverse yang
paling rendah. Pergerakan maju (progresif)
merupakan  pergerakan  yang  normal
sedangkan pergerakan mundur (reverse)
menunjukkan  ketidak  normalan  pada
spermatozoa  tersebut. Pada umumnya
spermatozoa yang bagian  tengah/ekor
membengkok menunjukkan pola pergerakan
yang cenderung mundur.

Penggunaan air tebu 30% dan 40%
menurunkan motilitas spermatozoa.
Penyimpanan di atas 24 jam untuk perlakuan
subtitusi air tebu 10-20% kemungkinan masih
bisa dilakukan karena motilitas yang masih
tergolong tinggi di atas 85%.

Air tebu mampu mempertahankan
motilitas  spermatozoa  diduga  karena
kandungan gula, mineral dan antioksidan
yang berpengaruh baik bagi spermatozoa
ayam. Air tebu mengandung sukrosa, glukosa,
fruktosa, asam laktat, dekstran dan mineral-
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Tabel 2. Motilitas spermatozoa ayam hutan merah setelah penyimpanan 24 jam dengan perlakuan

level air tebu dalam pengencer

Perlakuan Progresif (%) Reverse (%) Vibrator (%) Total (%)

Kontrol 21.46+3.82° 45.53+4.80° 5.88+1.13 72.81+5.52°
Air tebu 10% 46.92+9.06° 36.29+5.43° 5.57+1.89 88.79+4.39°
Air tebu 20% 77.67+6.53° 5.38+1.75° 3.14+1.23 86.24+6.76°
Air tebu 30% 57.57+8.16" 3.64+0.70% 4.09+1.77 65.326.77°
Air tebu 40% 35.12+5.28" 0.51+0.12¢ 4.01+1.05 39.33+6.04%

mineral (Borges et al., 2012). Sejumlah besar
Kalium, klorin, sulfur, magnesium, kalsium,
pospor, sebagian kecil silicon, natrium,
aluminium, zat besi. 75,5% sukrosa, 3,27%
sukrosa, 3% fruktosa (Thai dan Doherty,
2011). Glukosa dan fruktosa merupakan gula
yang dapat dimetabolisme oleh spermatozoa
untuk menghasilkan Adenosin triposfat (ATP)
yang berperan pada pergerakan ekor
spermatozoa. Hal ini sesuai dengan hasil
penelitian Setiawan et al. (2020) bahwa
glukosa memainkan peran penting dalam
pembentukan ATP untuk pergerakan flagela
dan fertilitas spermatozoa ayam melalui
glikolisis dan fosforilasi oksidatif.

Selain air tebu juga mengandung zat
antioksidan. Menurut Duarte-Almeida et al.
(2006), ekstrak tebu mengandung berbagai
molekul senyawa fenolik seperti flavonoid
dan asam sinamat. Daun dan jus tebu
memiliki kemampuan yang kuat untuk
melindungi terhadap kerusakan DNA yang
disebabkan oleh hidroksil radikal yang
dihasilkan dalam reaksi Fenton (Abbas et al.,
2014) bahwa kemampuan jus tebu untuk
mengais radikal bebas, mengurangi kompleks
besi dan menghambat peroksidasi lipid
(Kadam et al., 2008). Antioksidan berfungsi
untuk melindungi spermatozoa dari serangan
radikal bebas penyebab peroksidasi lipid.
Spermatozoa ayam  sensitive  terhadap
kerudakan karena mengandung level asam
lemak tak jenuh ganda yang cukup tinggi
(Bréque et al., 2003), hal ini menyebabkan
peroksidasi lipid mudah terbentuk pada
spermatozoa ayam (Cerolini et al. 2006).

Motilitas vibrator yang diperoleh pada
penelitian ini  jauh lebih rendah dengan
motilitas reverse jauh lebih tinggi dari laporan
sebelumnya yaitu masing-masing 25% dan
1.1% pada ayam hutan merah Malaysia
(Malik et al., 2013). Sedangkan motilitas
progresif juga lebih rendah pada perlakuan
kontrol penelitian ini jika dibandingkan
penelitian sebelumnya yakni 40% pada ayam
hutan merah Malaysia (Malik et al., 2013).
Perbedaan ini dapat dipahami karena Malik et
al. (2013) menggunakan semen segar tanpa
penyimpanan.

Motilitas progresif yang diperoleh
dengan perlakuan air tebu 20% pada
penelitian ini  77.67%, lebih tinggi dari
penelitian sebelumnya pada spermatozoa
ayam cemani dengan waktu penyimpanan
yang sama menggunakan pengencer susu
skim fosfat yaitu 62.25% (Budi et al., 2020).

Motilitas total yang diperoleh setelah
penyimpanan 24 jam pada perlakuan air tebu
10-20% pada penelitian ini 86.24-88.79%,
lebih tinggi dari penelitian sebelumnya pada
spermatozoa ayam kampung dengan waktu
penyimpanan yang sama VYaitu 49.96%
menggunakan pengencer ringer laktat kuning
telur-astaxanthin  (Pratiwi et al., 2019).
Perbedaan ini mungkin  disebabkan
kandungan antioksidan dan gula dalam air
tebu yang lebih menguntungkan bagi
spermatozoa ayam dibandingkan pengencer
susu skim fosfat dan ringer laktat kuning
telur. Namun perbedaan teknis penelitian,
jenis ayam, dan lingkungan penelitian juga
dapat menjadi faktor yang menyebabkan
perbedaan ini.
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KESIMPULAN

Kesimpulan penelitian ini adalah air
tebu 20% dapat ditambahkan dalam
pengencer ringer laktat kuning telur untuk
mempertahankan motilitas total dan motilitas
progresif spermatozoa ayam hutan merah
selama penyimpanan 24 jam.
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