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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Sperm crygpreservation is one of the methods in preserving germplasm and avoid the extinction of native fish. The success of this
Extender technique requires proper use of protocol becanse each species needs a different response to certain protocols. However, very limited of
Cryoprotectan works have been done in Indonesian fish; Presently, there were only 9 species of freshwater, namely; Channa striata, Chromobotia
Freezing macracanthus, Barbonymus gonionotus, Mystus nemurus, Osphronemus goramy, Osteochilus hasseltii atan Osteochilus vittatus,
Thawing Poropontius tawarensis, Rasbora tawarensis, and Tor soro, and one species marine fish Ephinephelus lanceolatus have been successfully

developed the crygpreservation protocols. The objective of this review paper is to summarized and evaluate the best protocol for sperm
cryopreservation of above species The reviewed aspects are including the type of extender and cryoprotectant, freezing process (storage
time and temperature), thawing (thawing time and temperature) and observations (including the percentage of motility, viability,
abnormality, fertility, and hatching rate).

Kata kunci:

Extender ABSTRAK

Kriogrotektan Kriopreservasi sperma adalah salah satu cara untuk melestarikan plasma nutfah Indonesia schingga dapat
Freen.ng terhindar dari kepunahan. Keberhasilan kriopreservasi sangat tergantung pada protokol yang digunakan, karena
Thawing setiap spesies memiliki respon yang berbeda terhadap protokol tertentu. Namun sayangnya sangat sedikit

penelitian terkait kriopreservasi sperma ikan-ikan asli Indonesia. Sampai saat ini hanya 9 spesies ikan air tawar
(Channa striata, Chromobotia macracanthus, Barbonymus gonionotus, Mystus nemurus, Osphronemus goramy, Osteochilus hasseltii
atau Osteochilus vittatus, Porgpontins tawarensis, Rasbora tawarensis, dan Tor soro) dan satu spesies ikan laut Epbinephelus
lanceolatns yang telah tersedia protokol kriopreservasi spermanya. Oleh karena itu, penelitian ini mencoba
merangkum dan mengevaluasi protokol terbaik dalam proses ktiopreservasi masing-masing spesies yang tersebut
diatas. Aspek yang direview adalah jenis extender, krioprotektan, proses freezing (lama penyimpanan sperma dan
suhu), thawing (lama thawing dan suhu) dan data hasil pengamatan (meliputi persentase motilitas, viabilitas,

DOI:10.13170/ depik.9.2.16572 abnormalitas, fertilitas dan hatching rate.

Pendahuluan spesies diantaranya adalah endemik (Froese dan

Indonesia dikenal sebagai salah satu negara yang Pauly, 2020). Namun demikian, diperkirakan 1.275
memiliki biodiversitas tertinggi di dunia termasuk spesies ikan di Indonesia telah masuk ke dalam
ikan. Berdasarkan data yang tercatat di Fishbase, kategori ikan yang terancam punah (IUCN, 2020).
Indonesia memiliki 4.629 spesies ikan native, dan 133 Penyebab terjadinya ancaman ini, diantaranya akibat
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penebangan hutan, urbanisasi dan polusi (Viveiros ez
al., 2009). Penangkapan ikan dengan menggunakan
cara-cara yang tidak ramah lingkungan, juga
memberikan efek negatif bagi lingkungan dan
keberadaan ikan di alam (Muchlisin, 2008), selain itu
perubahan iklim juga ikut memberikan dampak
negatif pada populasi ikan di alam (Muchlisin, 2015).

Kepunahan spesies menyebabkan berkurangnya
stok ikan sehingga berdampak pada kerugian secara
ckologis dan ekonomis, khususnya bagi jenis ikan
yang memiliki nilai komersial tinggi. Salah satu upaya
yang dapat dilakukan untuk mengatasi permasalahan
tersebut yaitu melalui metode kriopreservasi sperma.
Kriopreservasi sperma adalah bioteknologi yang
bertujuan untuk mempertahankan kelangsungan
hidup sperma dalam jangka waktu yang lama,
schingga dapat memastikan ketersediaan sperma
secara terus menerus dan dapat dimanfaatkan bila
diperlukan (Carolsfeld ¢z a/, 2003; Bakhach, 2009).
Manfaat  kriopreservasi  adalah ~ memberikan
persediaan gamet jantan setiap waktu, meningkatkan
selective breeding dengan cara memelihara persediaan
yang ada secara lebih ekonomis dan efektif, serta
untuk bahan percobaan lanjutan, seperti transfer gen
(Muchlisin, 2005). Keberhasilan kriopreservasi
sperma sangat tergantung pada metode atau protokol
kriopreservasi yang diterapkan, meliputi kesesuaikan
larutan  pengencer (extender), bahan pelindung
(cryoprotectant atau  cryoprotective  agents), Pproses
pembekuan (freezing) dan pencairan kembali (#hawing).
Oleh karena itu kajian pengembangan protokol
kriopreservasi sperma perlu untuk dilakukan, hal ini
disebabkan setiap spesies memiliki respon atau
kebutuhan yang berbeda terhadap protokol tertentu
(Murgas ef al., 2014).

Studi terkait penerapan protokol kriopreservasi
sperma pada ikan-ikan lokal asli Indonesia telah
dilaporkan oleh beberapa peneliti terutama pada ikan
bernilai ekonomis tinggi, diantaranya; baung (Mystus
nemurus) (Muchlisin dan Siti-Azizah, 2009), gabus
(Channa striata) (Mangkunegara ¢ al, 2019), botia
(Chromobotia macracanthus) (Abinawanto et al., 2018),
batak (Tor soro) (Zairin e al., 2005; Alifiani ez al., 2020;
Fatriani ez al., 2020; Harjanti et al., 2020; Laeni ef al.,
2020; Pamungkas e al, 2020; Putri et al, 2020;
Vardini e# al, 2020; Wulandari e# al, 2020), bader
putih (Barbonymus gonionotus) (Abinawanto et al., 2013;
Abinawanto et al, 2016; Abinawanto e/ al, 2018),
gurami (Osphronenus goramy) (Abinawanto ef al, 2011;
Abinawanto ¢/ al, 2012a; Abinawanto et al., 2012b;
Abinawanto e al., 2015; Abinawanto dan Putri, 2017;
Abinawanto e al, 2017b), nilem (Osteochilus hasseltii
atau Osteochilus vittatus) (Sunarma ef al., 2007; Sunarma
et al, 2008), kawan  (Poropontius  tawarensis)
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(Muthmainnah e @/, 2019) dan depik (Rasbora
tawarensis)  (Muchlisin = ez al, 2020). Proses
kriopreservasi sperma ikan, secara umum terbagi
dalam beberapa tahapan, yaitu; (i) koleksi sperma (ii)
penilaian mikroskopis kualitas sperma awal, (iii)
pengenceran dengan larutan pengencer (extender) dan
penambahan bahan pelindung eryoprotectant  (iv)
pembekuan dan penyimpanan, (v) pencairan kembali
(thawing), (vi) penilaian kualitas sperma pasca
penyimpanan (Maria dan Carneiro, 2012).
Extender dan krioprotektan

Extender dan krioprotektan berperan penting
dalam proses kriopreservasi sehingga diperlukan
berbagai pengujian untuk mendapatkan extender dan
krioprotektan yang tepat, hal ini dikarenakan setiap
jenis ikan memerlukan extender dan krioprotektan
yang berbeda (Muchlisin, 2005) karena secara
fisiologis sperma berbeda menurut jenis ikan.
Extender adalah media atau bahan pengencer yang
ditambahkan pada sperma untuk memperbanyak
volume sperma (Muchlisin, 2005; Setyono, 2009).
Extender juga berfungsi untuk menghambat aktivasi
spermatozoa agar sperma tetap zumotile (tidak
bergerak) sehingga menghemat energi dengan
demikian kehidupannya dapat dipertahankan selama
proses penyimpanan (Barozha, 2015). Extender yang
ideal adalah bersifat isotonik, memiliki kapasitas
buffering yang baik, mengandung nutrisi, dapat
menstabilkan koloid dan antioksidan, bersifat
antibakteri dan memiliki kualitas yang baik (Agarwal,
2011). Pada umumnya, extender yang digunakan
untuk mengencerkan semen ikan dibuat sesuai
dengan komposisi fisikokimia cairan sperma atau
semen dari spesies ikan yang diuji (Agarwal, 2011).
Komposisi extender yang digunakan, yaitu berupa
larutan garam mineral atau glukosa dengan
osmolaritas yang sesuai dengan tekanan osmolaritas
cairan di dalam sel sperma, dan berisi bahan
perlindungan terhadap kejutan suhu (Viveiros e @/,
2012). Extender yang umum digunakan dalam
kriopreservasi sperma ikan antara lain; larutan Ringer,
larutan fisiologis, marine fish ringer (MEFR), glucose-base,
artificial seminal plasma (ASP), NaCl, sucrose, (Chao ez al.,
2001). Selain itu air kelapa juga dilaporkan dapat
digunakan sebagai extender alami (Muchlisin, 2010a).

Krioprotektan adalah zat kimia non elektrolit yang
berperan meminimalkan pengaruh luar terutama
suhu dan menghindari proses kehilangan atau
kemasukan cairan pada sel akibat perbedaan tekanan
osmotik  selama  proses  pembekuan  serta
meminimalkan dampak pembentukan kristal es
dalam sel sehingga kelangsungan hidup sel dapat
dipertahankan (Muchlisin, 2005; Kurniawan ¢/ al,
2013). Selain itu, penambahan krioprotektan berguna



Manlida et al. (2020)

untuk  menjaga  keutuhan  membran  sel,
meningkatkan potensial osmotik media yang dapat
mencegah cairan dari dalam sel keluar, sehingga
dehidrasi sel dapat dihindari (Kostaman dan Setioko,
2011).

Berdasarkan sifat-sifat fisikokimia dan daya
permeabilitas membran, maka krioprotektan dibagi
menjadi  dua kelompok, vyaitu krioprotektan
intraseluler ~ dan  krioprotektan  ekstraseluler.
Krioprotektan intraseluler atau sering juga disebut
krioprotektan permeabel merupakan pelindung zat
yang dapat melalui membran (keluar-masuk) sel
karena memiliki berat molekul yang kecil, tidak
elektrolit dan sangat larut dalam air (Bakhach, 2009;
Cuevas-Uribe dan Tiersch, 2011), diantaranya adalah;
Dimetil sulfoksida (DMSO), gliserol (Gly), metanol
MeOH) (Gazali dan Tambing, 2002), dimetil
asetamida (DMA), 1-2 propanediol, etilen glikol (EG),
metil glikol (2 methoxyethanol), propilen glikol (PG),
dan 2,3-butanadiol (BD) (Tiersch, 2011). Sedangkan
krioprotektan ekstraseluler atau krioprotektan non
permeabel adalah zat yang tidak dapat melalui
membran dan memiliki berat molekul yang besar,
diantaranya;  monosakarida,  disakarida  atau
polisakarida gula, polivinil pirolidon (PVP) dan
hidroksietil pati (HES) (Bakhach, 2009), lipoprotein
atau protein yang berasal dari susu, kuning telur dan
minyak nabati (Moraes ¢/ @/, 1998) dan madu
(Muchlisin, 2005; Muchlisin ¢z al, 20152). Oleh
karena itu, intra selular krioprotektan memberikan
perlindungan dari dalam sel, sedangkan ektra selular
krioprotektan memberikan perlindungan dari luar sel.

Sebagaimana telah dijelaskan bahwa keberhasilan
kriopreservasi sangat ditentukan oleh protokol
kriopreservasi yang tepat, meliputi pengunaan larutan
pengencer, krioprotektan, proses freezing dan thawing.
Kopeika ez /. (2008) menyatakan bahwa keberhasilan
kriopreservasi  dipengaruhi  oleh  variabilitas
penggunaan sperma yang berkualitas tinggi. Sperma
yang berkualitas yaitu sperma yang tidak cacat, aktif
bergerak dan dapat membuahi telur. Proses
pembekuan dapat menimbulkan berbagai faktor
intrinsik yang dapat mempengaruhi kualitas sperma
dalam mempertahankan struktur intraselular dan
fungsi dasar sel sperma. Martinez ¢ al (2012)
menjelaskan bahwa proses kriopreservasi dapat
menurunkan kualitas sperma seperti motilitas dan
viabilitas sperma, hal ini disebabkan sel sperma
dipaparkan dengan kondisi eksternal yang berbeda
dengan kondisi fisiologisnya sehingga menimbulkan
stres osmotik sel yang kemudian menyebabkan
kerusakan sel sperma. Muchlisin dan Siti-azizah
(20092)  menambahkan  bahwa  penggunaan
krioprotektan dengan dosis yang tinggi dapat
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menyebabkan toksisitas bagi sel sperma, sehingga
diperlukan pemberian dosis yang sesuai.

Penurunan aktivitas sperma akibat proses
kriopreservasi dipengaruhi oleh tingkat sensitivitas
sel terhadap kejutan suhu dan perubahan intraselular
sel yang berkaitan dengan pembentukan kristal es.
Kejutan suhu dapat menyebabkan penurunan
aktivitas flagella, kerusakan pada membran dan
organel sel sperma. Pembentukan kristal es
mengakibatkan keluarnya enzim-enzim dari dalam sel
keluar sel sehingga merusak organel intraselular,
seperti lisosom dan mitokondria, hal ini dapat
menurunkan motilitas dan  viabilitas sperma
(Ogbuewu ef al., 2010; Gazali dan Tambing, 2012).
Meskipun terdapat penurunan kualitas sperma pasca
kriopreservasi, namun  penggunaan  metode
kriopreservasi ini dapat dijadikan sebagai metode
yang aman dalam menjaga kestabilan material
genetik, disebabkan angka motilitas dan tingkat
fertilitas telur dapat dipulihkan pasca hawing
(Kopeika ¢ al, 2008). Namun, teknik ini harus
diiringi dengan penggunaan protokol kriopreservasi
yang sesuai dengan spesies ikan yang digunakan.

Studi  terkait  penerapan  protokol  pada
kriopreservasi sperma ikan lokal Indonesia telah
dilaporkan pada beberapa spesies ikan air tawar,
diantaranya gabus Channa striata (Mangkunegara ¢ al.,
2019), botia Chromobotia macracanthus (Abinawanto ez
al., 2018), bader Barbonymus gonionotus (Abinawanto ez
al., 2013; Abinawanto e al., 2016; Abinawanto e/ al.,
2018), baung Mpystus nemmurus (Muchlisin dan Siti-
Azizah,  2009),  gurami  Osphronemus — goramy
(Abinawanto ¢ al, 2011; Abinawanto et al., 2012a;
Abinawanto ¢/ al, 2012b; Abinawanto et a/, 2015;
Abinawanto dan Putri, 2017; Abinawanto e/ al,
2017b), nilem Osteochilus hasseltii atau Osteochilus vittatus
(Sunarma ez al, 2007; Sunarma et al., 2008), kawan
Poropontins - tawarensis (Muthmainnah e/ al, 2019),
depik Rasbora tawarensis (Muchlisin e/ al, 2020),
keureling Tor soro (Zairin et al, 2005; Alifiani ez al,
2020; Fatriani ez al., 2020; Harjanti ef al., 2020; Laeni
et al., 2020; Pamungkas ez al., 2020; Putri ef al., 2020;
Vardini e al., 2020; Wulandari ez al., 2020), dan ikan
air laut yaitu ikan kerapu, Ephinephelus lanceolatus (Afni
et al., 2019; Pratiwi ez al, 2019; Sudrajat ez al,, 2019;
Widyaningsih ez a/., 2019).

Ikan asli (native) Indonesia yang telah berhasil
dikriopreservasi

Berdasarkan kepustakaan yang tersedia masih
sangat sedikit metode kriopreservasi sperma ikan-
ikan asli Indonesia yang telah dikembangkan,
sementara dilain pihak ancaman terhadap kepunahan
ikan-ikan asli Indonesia semakin meningkat dari
tahun ke tahun. Sampai saat ini hanya ada 10 spesies
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tkan  asli  Indonesia  yang telah  berhasil
dikriopreservasi spermanya, dan sebagian besar
adalah ikan air tawar, sebagaimana telah disebut
sebelumnya, berikut rangkuman protokol yang telah
dikembangkan  untuk  masing-masing  spesies
tersebut:

Bader putih (Barbonymus gonionotus)

Barbonymus gonionotus salah satu ikan air tawar asli
Indonesia yang termasuk ke dalam famili Cyprinidae
(Froese dan Pauly, 2020). Menurut The International
Union for Conservation of Nature (IUCN), B. gonionotus
masuk dalam kategori Least Concern (belum mendapat
perhatian), namun demikian dilaporkan ikan ini
semakin terancam keberadaannya hal tersebut
disebabkan oleh degradasi dan eksploitasi habitat
(Thinh ez al., 2012; Batubara e al., 2018). Oleh karena
itu metode kriopreservasi menjadi salah satu strategi
untuk menjaga ketersediaan plasma nutfah B.
gonionotus  (Abinawanto ¢/ al, 2013). Penelitian
mengenai kriopreservasi sperma B. gonionotus telah
dilaporkan oleh peneliti diantaranya Abinawanto e/ a/.
(2013); Abinawanto et al. (2016) dan Abinawanto ez
al. (2017a).

Bahan pengencer (extender) dan krioprotektan
yang digunakan untuk ikan ini yaitu Ringer
(Abinawanto et al., 2016; Abinawanto et al., 2017a)
dan glucose-base (Abinawanto e/ al, 2013) sebagai
bahan  extender sedangkan  gliserol  5-20%
(Abinawanto e al, 20172), metanol 5-10%
(Abinawanto e al, 2013; Abinawanto e/ al., 2010),
kuning telur 5-17% (Abinawanto ¢/ a/, 2013) dan
susu skim 5-25% (Abinawanto ¢/ a/, 2016) sebagai
krioprotektan. Proses freezing yang digunakan berkisar
pada suhu -34 °C selama 24 jam dan proses thawing,
berkisar antara 37-40 °C selama 13-30 detik.
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan oleh
Abinawanto ez al. (2013) dengan menggunakan g/ucose-
base, 10% metanol dan kuning telur dengan
konsentrasi yang berbeda (5-17%), didapatkan bahwa
protokol dengan penambahan glucose-base + 10%
metanol + 15% kuning telur menunjukkan hasil
terbaik dalam mempertahankan kualitas sperma
pasca pembekuan pada suhu -34 °C selama 24 jam
dan thawing pada suhu 40 °C selama 30 detik, dengan
menghasilkan motilitas, viabilitas dan abnormalitas,
sebesar 96,10%; 85,10% dan 16,00%. °C

Penelitian Abinawanto ¢/ «/ (2016) dengan
menggunakan extender Ringer, 5% metanol dan susu
skim dengan konsentrasi yang berbeda (5-25%),
diperoleh protokol terbaik dengan menggunakan
kombinasi larutan Ringer + 5% metanol + 20% susu
skim yang menghasilkan persentase motilitas,
viabilitas dan abnormalitas, yaitu 83,23%; 81,75%
dan 26,25% pasca pembekuan pada suhu -34 °C
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selama 24 jam dan #hawing pada suhu 40°C selama 13
detik.  Abinawanto ¢ .  (2017a) dengan
menggunakan protokol lain melaporkan penggunaan
extender Ringer dan gliserol (5-20%), menunjukkan
bahwa Ringer + 10% gliserol menjadi protocol
terbaik yang menghasilkan nilai motilitas, viabilitas
dan abnormalitas sebesar 85,45%; 68,69% dan
33,40% pasca pembekuan pada suhu -34 °C selama
24 jam dan di #hawing pada suhu 37 °C selama 30 detik.
Berdasarkan hasil penelitian pada sperma B.
gonionotus, dapat disimpulkan bahwa protokol terbaik
yang dapat mempertahankan kualitas sperma B.
gonionotus pasca thawing adalah Abinawanto e/ al.
(2013), dengan nilai motilitas, viabilitas dan
abnormalitas tertinggi dibandingkan protokol lain
yang telah diuji.

Gabus (Channa striata)

Ikan gabus merupakan ikan air tawar yang
termasuk ke dalam famili Channidae (Froese dan
Pauly, 2020), ikan ini sangat diminati oleh masyarakat
dan memiliki nilai ekonomis tinggi (Maulidin ez @/,
2016). Ekstrak ikan gabus telah digunakan untuk
pengobatan stroke, penyembuhan pasien pasca
operasi dan obat luka bakar (Tawali ¢ o/, 2012).
Penelitian terkait kriopreservasi sperma ikan gabus
telah dilaporkan oleh Mangkunegara ¢ a/ (2019).
Bahan extender dan krioprotektan yang digunakan
pada penelitian tersebut, yaitu NaCl (0,9%) sebagai
extender dan gliserol (10%), kuning telur (10%),
madu (300-500 mg) sebagai krioprotektan. Proses
pembekuan dilakukan pada suhu -196 °C selama 7
hari sedangkan proses thawing dilakukan pada suhu 35
°C selama 30 detik. Berdasarkan hasil penelitian yang
telah dilakukan, maka dapat disimpulkan bahwa
protokol yang memberikan hasil terbaik yaitu
kombinasi 400 mg madu + 10% gliserol + 10%
kuning telur, yang dapat mempertahankan motilitas
sekitar 40-70% dan viabilitas sebesar 64,15%.

Botia (Chromobotia macracanthus)

Botia atau Entebering merupakan salah satu ikan
air tawar endemik di Indonesia yang termasuk ke
dalam famili Cobotidae (Froese dan Pauly, 2020),
penyebarannya meliputi Sumatera dan Kalimantan
(Kottelat er al, 1993). Ikan endemik lebih rentan
terthadap kepunahan karena adaptasi yang rendah
terhadap perubahan lingkungan, sehingga diperlukan
upaya konservasi untuk mencegah permasalahan
tersebut, salah satunya vyaitu melalui metode
kriopreservasi. Penelitian mengenai kriopreservasi
sperma ikan botia telah dilakukan oleh Abinawanto e#
al., 2018. Bahan extender dan krioprotektan yang
digunakan vyaitu glucose-base sebagai extender dan
metanol (10%), kuning telur (5%-17%) sebagai
krioprotektan. Pembekuan sperma entebering
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dilakukan pada suhu -196 °C selama 24 jam dan
proses thawing pada suhu 40 °C selama 13 detik.
Protokol terbaik dalam penelitian ini yaitu pada
penggunaan kombinasi glucose-base + 10% metanol +
15% kuning telur, yang dapat mempertahankan
motilitas 96,43%, viabilitas 84,25% dan abnormalitas
11,50%.

Baung sungai (Mystus nemurus)

Ikan baung Mystus nemurus atau telah direvisi
menjadi Hemibagrus nemurns merupakan ikan asli di
perairan Indonesia yang termasuk ke dalam famili
Bagridae (Froese dan Pauly, 2020). Berdasarkan
status  konservasi IUCN pada tahun 2012,
menyatakan bahwa ikan baung dikategorikan sebagai
ikan Least Concern (belum mendapat perhatian). Salah
satu masalah pada reproduksi ikan baung adalah
waktu puncak kematangan gonad jantan dan betina
terjadi pada masa yang berbeda (Muchlisin ¢ a/,
2004), untuk mengatasi permasalahan tersebut dapat
dilakukan melalui metode kriopreservasi sperma.
Kriopreservasi sperma ikan baung telah dilaporkan
oleh Muchlisin e# a/. (2004) dan Muchlisin dan Siti-
Azizah (20092a). Extender dan krioprotektan yang
digunakan dalam kriopreservasi sperma ikan baung
adalah Ringer sebagai extender dan DMSO (10%),
metanol (10%), etanol (10%), gliserol (10%) sebagai
krioprotektan. Adapun proses pembekuan sperma
ikan baung dilakukan pada suhu -196 °C selama 13
bulan dan di #hawing pada suhu 40 °C selama 5 menit.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa kombinasi
Ringer + 10% metanol merupakan protokol terbaik
dalam mempertahankan motilitas dan abnormalitas
sperma pasca thawing, yaitu 49,81% dan 62,65%.
Gurami (Osphronemus goramy)

Gurami merupakan salah satu jenis ikan air tawar
native di Indonesia yang termasuk ke dalam famili
Osphronemidae (Froese dan Pauly, 2020). Proses
budidaya ikan gurami masih dilakukan secara
tradisional, hal ini dapat menyebabkan penurunan
kualitas material genetik (Alam, 2002). Upaya
kriopreservasi menjadi salah satu alternatif yang
dapat digunakan untuk menjaga kualitas material
genetik ikan gurami. Penelitian terkait kriopreservasi
ikan gurami telah dilaporkan oleh Abinawanto e al.
(2011); Abinawanto ez a/. (2012a); Abinawanto ez al.
(2012b); Abinawanto ef al. (2015); Abinawanto dan
Putri (2017); Abinawanto e al (2017b). Bahan
extender dan krioprotektan yang umum digunakan
pada ikan gurami adalah Ringer (Abinawanto ¢/ @/,
2012a; Abinawanto e 4/, 2012b; Abinawanto et al.,
2015; Abinawanto dan Putri, 2017; Abinawanto e/ a/,
2017b), air kelapa (21-29%) (Abinawanto dan Putri,
2017), 189 M extender (Solvent) (Abinawanto ¢ al,
2011) sebagai extender dan gliserol (1-9%)
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(Abinawanto e/ al, 2015), metanol (10%)
(Abinawanto e# al., 2012a; Abinawanto ef al., 2012b)
DMSO  (5-17%) (Abinawanto e/ al, 2011;
Abinawanto e/ al, 2017b), susu skim (5-25%)
(Abinawanto e¢# al, 2012a), madu (0.1-0.9%)
(Abinawanto ¢/ al, 2017b), sukrosa (0.1-0.9%)
(Abinawanto ¢ al, 2012b) sebagai krioprotektan.
Proses freezing umumnya berkisar antara suhu -34°C
dan -196 °C dengan lama penyimpanan sekitar 24 jam
hingga 48 jam sedangkan proses thawing umumnya
pada suhu 30-40 °C selama 0,5- 5 menit.

Hasil penelitian yang dilakukan oleh Abinawanto
et al. (2011) dengan menggunakan 189 M extender
dan DMSO (5-17%), pada pembekuan di suhu -196
°C selama 24 jam dan #hawing di suhu 30 °C selama 30
detik, diperoleh protokol terbaik yaitu pada
penggunaan 189 M extender + 13% DMSO dengan
angka motilitas, viabilitas dan abnormalitas sebesar
68,58%; 63,5% dan 29%. Dalam penelitian lainnya,
Abinawanto e a/. (20122a) melaporkan hasil penelitian
kriopreservasi pada gurami dengan menggunakan
extender Ringer, 10% metanol dan susu skim (5-
25%), diperoleh protokol terbaik pada kombinasi
Ringer + 10% metanol + 15% susu skim yang

mempertahankan nilai motilitas, viabilitas dan
abnormalitas sebesar 80,98%; 84% dan 14%.
Penelitian Abinawanto ¢/ /. (2012b) dengan

menggunakan Ringer, 10% metanol dan sukrosa (0,1-
0,9%) didapatkan protokol terbaik yang dapat
meningkatkan motilitas, viabilitas dan abnormalitas,
yaitu penambahan Ringer + 10% metanol + 0,5%
sukrosa, dengan nilai sebesar 81,62%; 82,17% dan
12,50%. Selanjutnya, Abinawanto ¢ a/. (2015) juga
telah melaporkan hasil penelitiannya, dengan
menggunakan kombinasi Ringer dan gliserol (1-9%0)
yang menunjukkan bahwa Ringer + 5% gliserol
sebagai protokol terbaik yang dapat meningkatkan
persentase motilitas, viabilitas dan abnormalitas, yaitu
75,95%; 75,5% dan 14,83%.

Pada penelitian Abinawanto dan Putri (2017)
menggunakan kombinasi larutan Ringer, 5% gliserol
dan air kelapa (21-29%), menunjukkan bahwa
penggunaan protokol Ringer + 5% gliserol +25% air
kelapa sebagai protokol terbaik  yang
mempertahankan motilitas, viabilitas, abnormalitas
sperma, dengan nilai 80,36%; 82% dan 10%. Pada
hasil penelitian Abinawanto ¢/ 4/ (2017b) dengan
menggunakan Ringer, 10% DMSO dan madu (0,1-
0,9), diperoleh protokol dengan nilai motilitas,
viabilitas dan abnormalitas terbaik yaitu pada
kombinasi larutan Ringer + 10% DMSO + 0,7% air
kepala, dengan nilai sebesar 80,48%; 74,83% dan
28,25%. Berdasarkan hasil penelitian pada sperma
ikan gurami, dapat disimpulkan bahwa protokol
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terbaik yang dapat diterapkan dalam kriopreservasi
sperma ikan gurami adalah protokol Abinawanto ef
al. (2012b), pada proses pembekuan selama 48 jam
pada suhu -34 °C dan proses thawing selama 2 menit
pada suhu 40 °C.

Nilem (Osteochilus hasseltii) atau (Osteochilus
vittatus)

Osteochilus  hasseltii atau telah direvisi menjadi
Osteochilus vittatus dikenal dengan nama lokal nilem
sedangkan di Aceh dikenal dengan nama seurukan.
Ikan nilem atau seurukan merupakan salah satu ikan
native di Indonesia dan beberapa negera di kawasan
Asia Tenggera. lkan ini termasuk dalam famili
Cyprinidae (Froese dan Pauly, 2020). Seurukan atau
nilem telah dimanfaatkan oleh masyarakat sebagai
tkan konsumsi (Sunarma ¢/ al, 2007), dimana
teknologi pembenihan dan budidayanya sudah cukup
berkembang (Muchlisin ¢7 @/, 2014; Zulhardi e al.,
2016; Adami ez al., 2016; Mayana e7 al., 2017). Namun
demikian, pelestarian dan peningkatan produksi ikan
nilem perlu dilakukan mengingat jumlahnya yang
semakin menurun di alam. Musim pemijahan pada
ikan nilem, hanya terjadi pada musim penghujan
sehingga kebutuhan benih ikan ini tidak tersedia di
setiap waktu (Fujaya, 2004). Salah satu upaya yang
dapat ditempuh untuk menghadapi masalah tersebut
adalah dengan penerapan metode kriopreservasi
(Muthmainnah ez al., 2018).

Penelitian terkait kriopreservasi sperma ikan nilem
telah dilaporkan oleh Sunarma ¢/ @/ (2007); Sunarma
et al. (2008) dan Muthmainnah ez 2/ (2018). Adapun
bahan extender dan krioprotektan yang digunakan
dalam kriopreservasi sperma nilem, yaitu Ringer
(Sunarma ez al, 2008 dan Muthmainnah e a/., 2018)
sebagai extender, DMSO (5%-15%) (Sunarma ¢/ al,
2007; Sunarma et al., 2008 dan Muthmainnah e a/,
2018), metanol (5-15%) (Sunarma e¢r al, 2007,
Sunarma e7 al., 2008), glukosa (Sunarma ez al., 2008),
madu (Sunarma ¢ o/, 2007), kuning telur (5%)
(Muthmainnah ez 2/, 2018) sebagai krioprotektan dan
glutation (0,1-0,5%) (Muthmainnah ¢ al, 2018)
sebagai antioksidan. Proses pembekuan umumnya
dengan menggunakan suhu -196 °C selama 7-15 hari
sedangkan proses #hawing dilakukan pada suhu 40 °C
selama 15 detik hingga 3 menit.

Penelitian Sunarma ¢/ /. (2007) pada penggunaan
madu, DMSO (5%-15%), metanol (5-15%), dengan
proses pembekuan selama 15 hari pada suhu -196 °C
dan di thawing selama 15 detik pada suhu 40 °C,
berdasarkan hasil penelitiannya diperoleh bahwa
kombinasi madu + 15% DMSO sebagai protokol
terbaik yang dapat meningkatkan angka motilitas dan
hatching rate sebesar 66% dan 89%. Selanjutnya, pada
penelitian yang lain dengan menggunakan kombinasi
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Ringer, glukosa, DMSO (5%-15%) dan metanol (5-
15%), Sunarma e o/ (2008) melaporkan bahwa
kombinasi Ringer + 10% DMSO sebagai protokol
terbaik dalam meningkatkan angka motilitas dan
hatching rate tertinggi, yaitu 90% dan 50%, pada
pembekuan selama 7 hari pada suhu -196 °C dan
thawing selama 15 detik pada suhu 40 °C. Pada
penelitian  Muthmainnah ¢/ /. (2018), dengan
menggunakan extender Ringer, DMSO (15%),
kuning telur (5%) dan glutation (0,1-0,5%), pada
proses freezing subu -196 °C selama 15 hari dan proses
thawing suhu 40 °C selama 3 menit, hasil penelitian
menunjukkan bahwa protokol terbaik yaitu pada
penambahan Ringer + 15% DMSO + 5% kuning
telur + 0,5 mg glutation yang dapat mempertahankan
motilitas 45,74%, fertilitas 51,33% dan hatching rate
40,33%. Berdasarkan hasil penelitian yang telah
dilakukan pada kriopreservasi sperma ikan nilem,
dapat disimpulkan bahwa protokol terbaik merujuk
kepada penelitian yang dilakukan oleh Sunarma e 4/
(2007) dengan memperoleh nilai hatching rate tertinggi
dari protokol lain yang diuji.

Depik (Rasbora tawarensis)

Ikan Depik merupakan spesies endemik di
Indonesia yang termasuk ke dalam famili Cyprinidae
(Muchlisin ¢z al., 2010b; Froese dan Pauly, 2020). Ikan
ini hidup di Danau Laut Tawar, Aceh Tengah,
Provinsi Aceh (Muchlisin dan Siti-Azizah., 2009b).
Berdasarkan status IUCN depik dikategorikan dalam
daftar merah spesies ikan hampir punah dalam
kategori  Critical ~ Endangered. Penelitian  terkait
bioekologi ikan depik sudah didokumentasikan dan
telah direview oleh Muchlisin ¢7 2/ (2018). Penelitian
terkait kriopreservasi sperma ikan depik juga telah
dilaporkan oleh Muchlisin ¢/ a/ (2020) dengan
menggunakan Ringer sebagai extender dan DMSO
(5%), kuning telur (2,5%-5%) sebagai krioprotektan.
Proses pembekuan sperma ikan depik dilakukan
dengan menggunakan suhu -196 °C selama 15 hari
dan proses thawing dilakukan pada suhu 40 °C selama
5 menit. Hasil menunjukkan bahwa kombinasi 5%
DMSO + 5% kuning telur memiliki persentase
motilitas dan fertilitas tertinggi (61,00% dan 55,95%)
sedangkan  kombinasi 5% DMSO  memiliki
persentase batching rate tertinggi (59,61%) dibanding
perlakuan lain yang diuji.

Kawan (Poropuntius tawarensis)

Ikan kawan merupakan ikan endemik di Indonesia
yang termasuk ke dalam famili Cyprinidae (Froese
dan Pauly, 2020). Ikan ini hanya dapat dijumpai di
Danau Laut Tawar, Aceh Tengah, Provinsi Aceh
(Muchlisin dan Siti-Azizah, 2009b). Status IUCN
melaporkan bahwa ikan kawan telah termasuk dalam
Daftar Merah IUCN sebagai spesies ikan yang
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terancam punah schingga diperlukan program
konservasi untuk menjaga ketersediaan spesies ini
(Wargasasmita, — 2002).  Penelitian ~ mengenai
kriopreservasi sperma ikan kawan telah dilakukan
oleh Muthmainnah ¢ 2/ (2019) dengan menggunakan
Ringer sebagai extender dan DMSO (3-15%), kuning
telur (5%) sebagai krioprotektan. Proses pembekuan
sperma ikan kawan dilakukan dengan menggunakan
suhu -196 °C selama 2 minggu dan thawing pada suhu
38 °C selama 5 menit. Protokol terbaik yang dapat
mempertahankan kualitas sperma yaitu kombinasi
Ringer + 5% Kuning telur + 6% DMSO yang
meningkatkan angka motilitas, fertilitas dan hating
rate, secara berturut-turut adalah 46,67%; 45,67% dan
19,33%.

Ikan batak (Tor soro)

Ikan batak atau ikan semah merupakan ikan air
tawar asli Indonesia yang termasuk ke dalam famili
Cyprinidae (Froese dan Pauly, 2020). Ikan batak
tersebar di beberapa daerah di Indonesia seperti Jawa,
Kalimantan, dan Sumatera (Rumondang, 2017),
sedangkan di Aceh ikan ini disebut ikan keureling dan
tersebar luas di sunga-sungai berair deras (Muchlisin
dan Siti-Azizah, 2009b) dan merupakan salah satu
tkan air tawar yang bernilai ekonomi tinggi
(Muchlisin, 2013). Konservasi sperma ikan batak atau
ikan keureling perlu dilakukan, mengingat jumlah
populasinya yang semakin menurun di alam, yang
disebabkan oleh overfishing dan kerusakan habitat
(Muchlisin e7 al, 2015b). Penelitian kriopreservasi
sperma ikan batak telah dilaporkan oleh beberapa
peneliti diantaranya, Zairin ¢/ a/. (2005); Alifiani e/ a/.
(2020); Fatriani ez af. (2020); Harjanti et al. (2020);
Laeni ez al. (2020); Pamungkas ez al. (2020); Putri ez al.
(2020); Vardini e a/. (2020); Wulandari ez al. (2020).

Bahan  yang umum  digunakan  dalam
kriopreservasi sperma ikan batak adalah Ringer
(Zairin et al., 2005; Alifiani ez al., 2020; Fatriani ef al.,
2020; Harjanti e al, 2020; Laeni e al, 2020;
Pamungkas e al., 2020; Putri e al., 2020; Vardini ez al.,
2020; Wulandari er al, 2020) sebagai extender,
metanol (10%) (Alifiani es al, 2020; Fatriani e/ al,
2020; Harjanti e al, 2020; Laeni e al, 2020;
Pamungkas e al., 2020; Putri e al., 2020; Vardini ez al.,
2020; Wulandari ez al,, 2020), gliserol (5-10%) (Zairin
¢t al., 2005), DMSO (5-10%) (Zairin ¢z al., 2005), susu
skim (5-25%) (Harjanti ef al., 2020), kurma (5-25%)
(Alifiani e/ a/, 2020), madu (5-25%) (Putri ez al., 2020),
kuning telur (5-25%) (Vardini ¢z 2/, 2020; Laeni e al.,
2020), kuning telur bebek (5-25%) (Wulandari ¢/ al,
2020) dan brown sugar (5-25%) (Fatriani e/ al., 2020)
sebagai krioprotektan. Proses pembekuan umumnya
dilakukan pada -10 °C hingga -196 °C, selama 2-8 hari
sedangkan proses #hawing dilakukan pada suhu 37-40
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°C selama 0,5-1 menit. Zairin ¢/ /. (2005) melaporkan
hasil penelitiannya dengan menggunakan larutan
Ringer, gliserol (5-10%), DMSO (5-10%), proses
freezing (-196 °C, selama 8 hari) dan #hawing (37 °C
selama 30 detik), adapun protokol terbaik yang
diperoleh adalah campuran larutan Ringer + 10%
DMSO dengan persentase motilitas yaitu 83,33%.

Beberapa penelitian yang menggunakan proses
freezing dan thawing pada suhu dan waktu yang sama
yaitu pada suhu -10 °C selama 48 jam atau 2 hari
(freezing) dan suhu 40 °C selama 1 menit (thawing),
adapun protokol terbaik dari masing-masing
penelitian tersebut adalah sebagai berikut. Alifiani ez
al. (2020) dengan menggunakan extender Ringer,
10% metanol dan kurma (5-25%), melaporkan hasil
terbaik yaitu pada penggunaan protokol Ringer +
10% metanol + 10% kurma yang dapat
mempertahankan viabilitas sperma sebesar 80,75%.
Pada penelitian Fatriani ez 2/ (2020) dengan
penggunaan Ringer, 10% metanol dan susu soybean
(5-25%), hasil terbaik yang diperoleh dapat
mempertahankan kualitas sperma pasca thawing
dengan nilai motilitas tertinggi, yaitu 84,37% dengan
menggunakan protokol Ringer + 10% metanol + 5%
susu soybean.

Harjanti e a/ (2020) juga melakukan penelitian
pada ikan batak dengan menggunakan kombinasi
berbeda, yaitu larutan Ringer, 10% metanol dan susu
skim (5-25%), hasil yang diperoleh menunjukkan
bahwa penggunaan Ringer + 10% metanol + 10%
susu skim dapat mempertahankan kualitas sperma
pasca thawing dengan nilai motilitas dan fertilitas
tertinggi, yaitu 82,90% dan 91,25%. Penelitian
lainnya oleh Laeni e7 / (2020) kombinasi Ringer
dengan 10% metanol dan kuning telur (5-25%)
diperoleh bahwa protokol terbaik, pada kombinasi
Ringer + 10% metanol + 10% kuning telur, dengan
nilai motilitas 85,10%. Pamungkas e a/ (2020)
mengkombinasikan Ringer dengan 10% metanol dan
brown sugar (5-25%), hasil yang diperoleh Ringer +
10% metanol + 15% brown sugar sebagai protokol
terbaik dalam meningkatkan nilai viabilitas pasca
thawing sebesar 83,75%. Penelitian yang dilakukan
oleh Putri ¢z a/. (2020) dengan menggunakan Ringer,
10% metanol dan madu (5-25%), diperoleh
kombinasi terbaik yaitu pada penambahan Ringer +
10% metanol + 5% madu dengan nilai motilitas
85,92%. Hasil penelitian Vardini ¢7 a/. (2020) dengan
kombinasi Ringer, 10% metanol dan kuning telur (5-
25%), diperoleh hasil terbaik, yaitu menggunakan
protokol Ringer + 10% metanol + 5% kuning telur
dengan nilai motilitas sebesar 84,06%. Penelitian
Wulandari e7 4/, (2020) menggunakan kombinasi
Ringer, 10% metanol dan kuning telur bebek (5-
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25%),  diperoleh  protokol  terbaik  dalam
penelitiannya, yaitu Ringer + 10% metanol + 10%
kuning telur bebek. Berdasarkan berbagai penelitian
yang telah dilakukan pada ikan ini, maka dapat
disimpulkan bahwa terdapat 2 protokol terbaik yang
dapat mempertahankan kualitas sperma Tor soro pasca
thawing yaitu pada penelitian Zairin ¢/ a/. (2005) dan
Harjanti ez 2/ (2020), sehingga dapat dijadikan sebagai
acuan dalam proses kriopreservasi ikan batak.
Kerapu kertang (Ephinephelus Ianceolatus)

Kerapu kertang merupakan salah satu jenis ikan
air laut native di Indonesia yang termasuk ke dalam
famili Serranidae (Froese dan Pauly, 2020).
Kerusakan habitat dan overfishing dalam kurun waktu
20 tahun terakhir menjadi penyebab berkurangnya
populasi ikan ini di alam (Man dan Ng, 2006). Metode
kriopreservasi dapat dijadikan metode alternatif
dalam upaya breeding dan restocking, sehingga dapat
mempertahankan populasi ikan kerapu di alam
(Pratiwi ef al., 2019).

Penelitian kriopreservasi sperma E. Janceolatus
telah dilaporkan oleh beberapa peneliti diantaranya,
Afni et al. (2019); Pratiwi e al. (2019); Sudrajat ez al.
(2019); Widyaningsih ¢ a/. (2019). Bahan extender
dan krioprotektan yang umum digunakan yaitu
Marine Fish Ringer (MFR) (Afni e7 al., 2019; Pratiwi ef
al., 2019; Sudrajat et al, 2019; Widyaningsih e al.,
2019) sebagai bahan extender dan gliserol 6% (Afni
et al., 2019; Pratiwi ez al, 2019; Sudrajat ez al., 2019;
Widyaningsih ez /., 2019), susu soybean 5-25% (Afni e/
al., 2019), susu skim 5-25% (Sudrajat e/ al., 2019),
kurma 5-25% (Widyaningsih ez a/., 2019), kuning telur
5-25% (Pratiwi e/ al, 2019) sebagai krioprotektan.
Proses pembekuan sperma E. /lanceolatns dilakukan
pada suhu -20 °C selama 48 jam dan di #hawing pada
suhu 45 °C selama 0,5-10 menit. Berdasarkan
penelitian yang dilakukan oleh Afni e o/ (2019)
dengan menggunakan MFR vyang ditambahkan
dengan 6% gliserol dan soybean dengan konsentrasi
yang berbeda (5-25%) pada pembekuan selama 48
jam pada suhu -20 °C dan di #hawing selama 1 menit
pada suhu 45 °C, diperoleh protokol yang
memberikan hasil terbaik, yaitu pada penambahan
MFR + 6% gliserol +15% soybean dengan perolehan
angka motilitas sebesar 81,17%.

Beberapa penelitian lainnya dengan menerapkan
proses freezing dan thawing dengan suhu dan waktu
yang sama, yaitu pada -20 °C selama 48 jam atau 2
hari (freezing) dan suhu 45 °C selama 0,5 menit
(thawing). Pratiwi et al. (2019) dengan menggunakan
extender MRF, 6% gliserol dan kuning telur (5-25%),
melaporkan hasil terbaik pada penambahan MRF +
6% gliserol + 15% kuning telur dengan perolehan
nilai motilitas 83,64%. Sudrajat e/ 2/ (2019) dengan
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mencampurkan MFR dengan 6% gliserol dan susu
skim (5-25%) melaporkan hasil terbaik yang didapat
adalah penggunaan protokol MRF + 6% gliserol +
20% susu skim yang meningkatkan angka motilitas
80,51%. Penelitian Widyaningsih ez o/ (2019) dengan
mengkombinasikan MRF dengan 6% gliserol dan
kurma (5-25%), didapatkan bahwa hasil terbaik yang
dapat mempertahankan kualitas sperma pasca
thawing, yaitu penambahan MRF + 6% gliserol + 10%
kurma dengan nilai motilitas 76,70%. Berdasarkan
hasil penelitian pada sperma E. lanceolatus, protokol
terbaik yang dapat digunakan dalam kriopreservasi
sperma E. Janceolatus merujuk pada penelitian yang
dilakukan oleh Pratiwi ¢/ o/ (2019) dengan angka
motilitas yang lebih inggi dibanding protokol lainnya.

Kesimpulan

Kriopreservasi sperma ikan-ikan asli Indonesia
masih perlu ditingkatkan untuk menjaga kekayaan
biodiversitas Indonesia, hal ini penting mengingat
ancaman kepunahan spesies ikan lokal Indonesia
semakin meningkat. Saat ini hanya tersedia 10
protokol kriopreservasi sperma ikan asli (wative)
Indonesia, sebagian besar adalah ikan air tawar,
jumlah tersebut masih sangat minim berbanding
jumlah ikan yang dimiliki Indonesia.
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