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Abstract

The objective of the research was to evaluatc the cpeed ard duration of centrifugation and semi»al plasma
levels on the viability of stallion spermatozoa. Sewien was collected from three stallions twice a week. The
collected semen then evaluated macro- and microscopically. Exp I, the semen was diluted 1:1 with skim milk
extender and then centrifuged at 200¢ =ad 3000 rpm for 15 and 20 minutes each. The seminal plasma was
removed, and the sperm pellet was re-diluted with skim milk extender. The extended semen then divided in two
tubes, stored in 5°C and in a room temperatur:. The semen then was examined every 3 hours for room
temperature and 12 hours for 5°C. Exp II, the semen diluted 1:1 with skim milk extender and then centrifuged at
3000 rpm for 15 minutes. The seminal plasma was removed and the pellet was re-diluted with skim milk extender
consisted of 0%, 25%, 50% and 75% of the seminal piasma. The extended semen then was stored in 5°C a=d
examined daily. Results showed that speed and duration of centrifugation had no effect on the quality of stallion
semen. The liquid semen without seminal plasma showed 47.50% motile sperms and 61.00% life sperms, wich
were significantly higher (P<0.05) than those with seminal plasma. It was concluded that the spced and duration
of centrifugation had no effec. un the semen quality and removal »f seminal plasma is beneficial for stallion
spermatozoa.
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epididymic dan ampula (Koskinen et al., 2002),
yang disertai sekresi dari kelenjai bulbouretralis,
1999). Fraksi

fraksi jeli.

Pendahuluzn

Karakteristik semen kuda berbeda dengan  prostat dan vesikularis (Morel,

semen ternak lainnya. Memmyai volume  pascaspermatozoa disebut juga

ejakulat yang banyak namun dengan konsentrasi

yang
disebabkan oleh karena ejakulasi pada kuda terjadi

spermatozoa rendah. Keadaan ini
berulang kali, sehingga semen yang diejakulasikan
terdiri atas beberapa fraksi yaitu praspermatozoa,
kaya spermatozoa dan pascaspermatozoa. Fraksi
praspermatozoa merupakan cairan yang bertindak
berasal  dari
bulbouretralis (Koskinen et al., 2002) serta prostat

dan ampulla (Morel,

sebagai  pelumas, kelenjar
1999) dengan volume
sebanyak 10-20 ml, pada fraksi ini umumnya tidak
ditemukan spermatozoa. Fraksi kaya spermatozoa
mengandung 80-90% spermatozoa dengan volume
antara 40-80 mlL,

cairan ini berasal dari

Kandungan spermatozoa pada fraksi ini sedikit
sekali, dengan volume berkisar antara 0 hingga 80
ml dan hanya berasal dari sekresi kelenjar
vesikularis (Koskinen et al., 2002; Morel, 1999).

Untuk mendapatkan semen dengan jumlah
spermatozoa yang banyak,
dilakukan diantarauya. (a) penampungan semen

beberapa cara

menggunakan vagina buatan yang terbuka pada
ujungnya (open ended artificial vagina), sehingga
hanya menampung semen fraksi  kaya
spermatozoa, (b) koleksi semen dengan vagina
buatan, dilanjutkan dengan sentrifugasi pada
semen untuk mendapatkan pellet spermatozoa,

atau (c) melakukan penyaringan menggunakan
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glass wool shephadex pada semen yang telah
diencerkan (Morel, 1999)

Pemisahan plasma semen dari spermatozca
kuda tidak semata-mata untuk mendapatkan
spermatozoa dengan konsentrasi yang tinggi agar
diperoleh jumlah spermatozoa yang cukup untuk
setiap dosis inseminasi, teiapi- juga uatuk
menghindarkan pengaruh negatif dari plasma
semen (Motiershead, 1999).  Efek negatif ini
disebabkan oleh tingginya kandungan natrium
chlorida, yang dapat menyebabkan pcrubahan
tekanan osmotik pada saat pendinginan dan
vembekuan. Palmer e al. (1984) dalam Morel
(1999) melaporkan bahwa daya tahan hidup
spermatozoa yang meugandung plasma semen 50,
20, 10 dan 0% dari total volume semen cair
menunjukkan viabilitas  berturut-turut 27,30;
44.20; 50,80; dan 55,90%. Dari angka tersebut
terlihat bahwa sern..xin sedikit kandungan plasma
tinggi
Penelitian yang dunakukan oleh

semen dalam semen cair semakin
viabilitasnya.
Love ef al. (2002) mengenai kadar plasma semen
dan pengarul: vahan pengencer menunjukkan
bahwa kromatin lebih

terlindungi jika plasma semen dihilangkan.

spermatozoa  akan

Penelitian ini bertujuan untuk mengkaji daya
tahan hidup spermatozoa kuda menggunakan
Vecepatan dan lama sentrifugasi dan kadar plasma
semen yang berbeda pada pengencer skim yang
disimpan pada suhu ruang dan 5°C.

Metode Penelitian

Hewan percobaan

Kuda jantan sebanyak tiga ekor yaro
digunakan dalam penelitian ini terdiri dari satu
ekor generasi empat (G4) Throroughbred, satu
Swedish

warmblood hasil seleksi dengan kriteria sehat,

ekor American pinto, satu ekor

berumur antara lima sampai delapan tahun, dan

teruji menunjukkan kualitas terbaik dari evaluasi
produksi spermatozoa harian, milik Athena stable,
Cinere-Depok. Kuda-kuda dikardangkan secara
individual diberi pakan berupa konsentrat dan
brand masing-masing sebanyak 3 kg dan rumput
yang telah dilayukan sebanyak 10 kg, air minum -
diberikan ad libitum.

Pengencer Semen

Pengencer semen yang digunakan adalah
per.gencer dasar skim yang terdiri dari skim 2,40g
dan glukosa 4g modifikasi dari Kenney et al.
(1975). Susu dilarutkan dengan milli-Q water dan
dipanaskan pada suhu 92°C selama 10 menit.
ditambahkan
streptomisin 1 mg dan penicillin 1000 TU mi”' (pH

Setelah  dingin disaring dan

6,80 dengan tekanan osmotik 349 mosmol)

Koleksi semen

dikoleksi
menggunakan vagina buatan tipe Nishikawa
(Jepang)  dan dimodifikasi tabung
penampung semen tipe Missouri (Nasco, Fort
Atkionson, WI) (Gambar 1). Pada mulut botol
penampung dipasang kain kassa untuk menyaring

Semen macing-masing

dengan

gel.

Gambar 1. Vagina buatan tipe Nishikawa
yang dikombinasi dengan tabung
penampung tipe Missoury
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Evaluasi Semen

Semen yang diperolen
dievaluasi secara individu terhadap makroskopis :
(ml), konsistensi dan pH

menggunakan pH special indicator paper (Merck

masing-masing

volume warna,
skala 6,40-10,00), sedangkau secara mikroskopis
evaluasi dilakukan dengan menghitung persentase
spermatozoa motil (%SM) (Sorenson, 1979);
spermatozoa hidup (%SH) (Barth dan Oko, 1989;
Sorenson, 1979). Konsentrasi spermatozoa per
ml dihitung menggunakan Neubauer chamber
dengan pengenceran 100 X dalam Nacl 3%
(Parish’s, 2003) dar merfologi  (normalitas)
dengan pewarnaan Williams (Anonymous, 2004).

Percobaan I

Semen setelah dievaluasi, masing-masing
untuk setiap kuda dib-Z' menjadi empat tabung
diencerkan dengan pengencer skim dengan
disentrifugasi
muiggunakan sentrifus portable (Hettich, EBA
dengan kecepatan
2000 rotation ner minute (rpm setara dengan 530 x
G-Force [G]) dan 3000 rpm (800 x G) masing-

masing selama 15 menit dan 20 menit. Setelah

perbandingan 1:1, selanjutnya

3S, Tuttlingen, Germany)

selesai sentrifugasi supernatan dibuang dan pellet
(spermatozoa) dilarutkan dengan pengencer yang
sama dengan konsentrasi 200x10° ml’, semen
dibagi dua
kemudian disimpan pada suhu mang dan suhu
5°C. '
Pengamatan kualitas semen cair dilakukan

dari masing-masing perlakuan

dengan melihat persentase spermatozoa motil dan
persentase spermatozoa hidup setiap jam untuk
suhu ruang dan setiap 12 jam pada suhu 5°C.

Percobaan II

Semen setelah dievaluasi dari ketiga kuda
jantan masing-masing dibagi menjadi lima tabung.
Empat tabung pertama  diencerkan dengan
pengencer skim dengan perbandingan 1:1, dan

tabung kelima tidak ditambahkan pengencer.

Kelima tabung disentrifugasi dengan kecepatan
3000 rpm selama 20 menit.
scntrifugasi

Setelah selesai
supernatan  dibuang dan pellet
(spermatozoa) dilarutkan dengan pengencer skim
ditambah  plasma semen dari tabung kelima
dengan kandungan plasma semen masing-raacing
adalah 0, 25, 50, dan 75% dengan konsentrasi
200x10° mi, semen cair selanjutnya disunpan
pada suhu 5°C.

Pengamatan kualitas semen cair dilakukan
denygan melihat perseniase spermatnzoa motil dan
persentase spermatozoa hidup setiap 24 jam.

Analisis Data

Penelitian dirancang menggunakan rancangan
acak kelompok (RAK) pola faktorial 2x2 dengan
tiga ulangan pada percobaan I dan RAK satu
faktor untuk percobaan II (Walpole, 1995).

Hasil dan Pembahasan

Kualitas Semer ¥nda

Untuk percobaan 1 kualitac ccmen segar yang
didapat adalah volume 40,62+7,76 ml, pH 6,85+
0,16; berwarna putih keruh dengan konsistensi
encer. Secara mikroskopis spermatozoa motil
adalah 61,70+10,30% dengan spermatozoa hidup
82,50+5,50%. Konsentrasi spermatozoa adalah
27.9,50:I:33,31x106 ml! sedangkan normaliias dari
spermatozoa sebanyak 78,63+8,18%. Pada
percobaan II, volume semen yang didapat adalah
27.78+6,18 ml, pH 7,01+0,11, berwarna putih

keruh  dengan  konsistensi .yang  encer.
Spermatozoa  motil  72,50+£2,70%0  dengan
spermatozoa  hidup  80.60+4,90%  dengan

normalitas dan konsentrasi spermatozoa masing-
masing 71,88+3,49% dan 219,56+10,41x10° ml"".
Morfologi spermatozoa kuda berbeda dengan
spermatozoa ternak lainnya. Bentuknya lebih
langsing dan lebih kecil (Gambar 2).

Volume semen kuda yang dihasilkan dari

* -penelitian ini lebih sedikit d:>2ndingkan pendapat
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Garner dan Hafez (1993) yang melaporkan semen
kuda dapat menghasilkan voiume 60-100 ml. Pada
penelitian ini volume tersebut merupakan volume
tidak
kemungkinan akan

semen tanpa gelatin, sedangkan jika

dilakukan  penyaringan

mendapatkan kisaran volume yang hampir sama. -

Selain volume, pH semen hasil penelitian juga
lebin asam terutama pada percobaan I, menurut
Garner den Hafez (1993) pH kuda adalah 7,20-
7,80 pH semen dipengaruhi oleh beberapa faktor
diantarany.  adalah koleksi
sebehunnya dan kandungan dari plasma semen
yang dihasilkan. Selain volume dan pH semen,
berada dalam

jarak semen
]

hasil evaluasi semen lainnya
kisaran normal semen seperu konsentrasi normal
spermatozoa kuda adalah 150-300x10° ml™”,
spermatozoa motil 40-75% dan normalitas sebesar
60-90% (Garner dan Hafez, 1993).

~

\ -
. ~=E

Gambar 2. Spermatozoa kuda dengan pewarnaan
Williams

Percobaan I

Kecepatan sentrifugasi 2000 dan 3000 rpm
dengan kecepatan selama 15 dan 20 menit yang
digunakan dalam penelitic:: ini tidak menunjukkan
perbedaan  kualitas  (P>0,05), baik pada
penyimpanan pada suhu ruang ataupun pada suhu
5°C. Ada kecenderungan kecepatan 3000 rpm
selama 15 menit menunjukkan persentase
yang lebih
perlakuan lainnya pada kedua suhu penyimpanan,
tetapi karena pengaruh antara individu yang tinggi
maka secara statistik angka tersebut tidak berbeda.

Kecepatan dan yang

digunakan untuk memisahkan plasma semen kuda

spermatozoa motil tinggi  dari

lama sentrifugasi

berbeda-beda tergantung pada alat, termasuk

ukuran tabung yang digunakan serta dari
kebiasaan masing-masing laboratorium. Mulai
dari 400 x G selama 15 menit (Cochran et ul.,
1984; Haard et al., 1991) sampai 1000 x G
(Martin et al., 1979; Wockener et al., 1992).
Sebagai contoh Squires et al., (1999) pada Animal
Reproauction and Biotechnology Laboratory,
Colorado State University, dengan
sentrifus 50 ml menggunakan kecepatan 400 x G

selama 12 menit. Kecepatan sentrifugasi yang

tabung

digunakan dalam peuclitian ini yaitu antarz 2000-
2000 rpm atau setara dengan 530-800 x G, masih
dalam kisaran kecepatan yang
dilakukan oleh laboratorium-laboratorium untuk

sentrifugasi

pengolahan semen kuda yaitu antara 400 x G
sampai 1000 x G.

Xualitas semen cair secara sangat nyata
(P<0,01) menurun sejalan waktu pengamatan.
Pada suhu
menunjukkan persentase penurunan yang cukup

ruang spermatozoa wmotil juga

tinggi pada 9 jam awal pengamatan yane
dilakukan antara pukul 13.00 sampai dengan
19.00 WIB, yaitu turun sebesar 10,00-14,80%,
pada saat tersebut suhu di laboratorium berkisar
antara 27-29°C, suhu ini merupakan suhu yang
cukup baik dan mendekati suhu

bergerak.
spermatozoa motil yang diamati mulai jam 22.00
turun 8% dex 4-5% pada pukul 1.00 sampai 4.00
pagi, pada saat
laboratorium berkisar antara 24-25°C, sehingga
kemungkinan pergerakan spermatozoa sedikit

optimal

spermatozoa  untuk Penurunan

tersebut suhu ruang di

menurun  sehingga  dapat  memperpanjang
viabilitasnya (Gambar 3).
Parlevliet et al. (1992) melaporkan

penyimpanan semen cair pada suhu 20°C selama
18 jam menggunakan pengencer skim masih
menunjukkan spermatozoa motil yang cukup
tinggi yaitu 47,00+1,80%, sedangkan dalam
penelitian ini pada pengamatan jam yang sama

tetapi suhu penyimpanan 24-29°C  hanya
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6,05%, hal ini
membuktikan bahwa suhu penyimpanan sangat

menunjukkan  motilitas
berperanan dalam mempertahankan viabiliias
spermatozoa.

Penyimpanan semen pada suhu 5°C, pada
pengamatan 36 jam pertama spermatozoa motil
turun antara 9,40 -11,70%, selanjitnya penurunan
motilitas terjadi antara 5-6% pada setiap dua belas
jam pengamatan (Gambar 4). Hal ini dapat

dimengerti, karena awal penyimpanan suhu
berubah drastis dari suhu ruang ke suhu >
20°C dan 5°C

spermatozoa
akibat
dingin (cold shock). Kecilnya penurunan motilitas
pada

selanjutnya disebabkan metabolisme spermatozoa

melewati suhu kritis  antara

(McKinnon  1999)
mengalami kerusakan

sehingga
seluler kejutan

spermatozoa jam-jam  pengamatan
Jinambat sehingga memperpanjang viabilitasnya.
Hal ini sesuai dengan pendanat McKinnon (1999)
yang menyatakan bahwa pada penvimpanan suhu
5°C akan menurunkan metabolisme spermatozoa
sampai hanya 10% saja, sehinga viabilitasnya
dapat dipc.wauankan.

%SM I%SH‘

[l[lilflda

Waktu pengamatan

Gambar 3. Penurunan persentase spcrma motil
dan sperma hidup pada semen cair kuda
menggunakan pengencer skim yang
disimpan pada suhu ruang

Percobaan II

Plasma semen mempunyai peranan penting
dalam kapasitasi spermatozoa dan reaksi akrosom,
tetapi beberapa penelifian menunjukkan plasma
memberikan efek  negatif terhadap
spermatozoa in vitro (Pickett ef al., 1975). Kadar
plasma semen dalam semen cair hasil peneliiian

semen

ini menunjukkan pengaruh yang sangat nyata
dalam mempertahankan kualitas semen cair kuda
(P<u.01). Tanpa xandungan plasma semen (0%),
pada pengamatan jam ke 24, menunjukkan
spermatozoa motil  dan spermatozoa hidup

masing-masing 4/,50+16,40% dan 61,00+7,60%

lebith  tinggi  dibandingkan  kadar  25%
(20,00+14,50;  52,904+6,40%); kadar  50%
(10,00+8,40;  51,30+4,10%) ataupun  75%

(4,20+£4.90; 45,10£8,00%). Dari data tersebut
terlihat bahwa semakin tinggi kandungan plasma
semakin rendah

semen dalam semen cair,

kualitasnya (Tztel 1).
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Gambar 4. Penurunan persentase sperma motil dan
sperma hidup pada semen cair kuda
menggunakan pengencer skim yang
disimpan pada suhu 5°C
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Tabel 1. Persentase spermatozoa motil dan spermatozoa hidup semen cair kuda pada pengencer skim
dengan kadar plasma semen yang berbeda pada penyimpanan 5°C

Waktu Kadar plasma semen (%) .
Parameter pengamatan 0 25 50 75
(jam)
0 72,50+ 270° 7250+ 2,70°  72,50+2,70° 72,50 £2,70°
24 47,50 £16,40° 20,00 = 14,50 10,00 £ 8,40°® 4,20 + 4,90 %"
i,%iﬁn(iz;zoa 48 3330+ 9.80° 11,70+ 10,80° 330520 0,80 2,00
72 20,80+ 9,70° 10,00 + 8,40 ], 70+£2,60% 0,00+ 0,06"
56 10,80 + 8,00 2,502 420" 0,00+ 0,00" 0,00 + 0,00"
0 80,60 + 4,90° 80,60+ 4,90° 80,60 £4,90"° 80,60 +4,90°
24 61,00 + 7,60° 52,90 = 6,40 51,30 +£4,10% 45,10 + 8,00
Spermatozoa 48 S5A0L440% 47,50 = .60 44,50+3,70% 34,20+ 320"
hidup (%) be of ( N
72 52,20 60,00 44,00+ 5107 31,80 +9,90 22,80 + 1,908
96 37,80 +7,80%" 2990 480° 19304508 15,70 +2,10"
aocoefeh gynerskrip yang berbeda pada baris yang sama menurikkan ada perbedaan pada P<0,01
Hasil ini hampir sama dengar. :aporan Palmer Di dalam plasma semen mengandung

et al. (1984) dalam Morel (1999) bahwa daya
tahan hidup spermatozoa dengan kandungan
50; 20; 10 dan 0% Zari total
volume semen cair menunjukkan viabilitas
uerturut-turut 27,30; 44,20; 50,80 dan 55,90%.
Rendahnya kualitas
mengandung plasma semen

plasma semen

semen cair kuda yang
disebabkan efek
negatif akibat tingginya kandungan natrium
chlorida, yang dapat menyebabkan perubahan
tekanan osmotik pada saat pendinginan dan
pembekuan (Mottershead, 1999). Pendapai. ini
juga didukung oleh Brinsko e al. (2000), yang
melaporkan bahwa pemisahan plasma semen dapat
meningkatkan motilitas: spermatoza progresif
dibandingkan tanpa pemisahan plasma terutama
pada penyimpanan semen cair lebih dari 24 jam.

Penelitian yang lebih jauh, jika dilakukan
inseminasi menggunakan semer: cair atau semen
beku tanpa dilakukan pemisahan plasma semen
kemungkinan terjadi fertilisasi sangat kecil, hal
ini disebabkan tanpa dilakukan pemisahan plasma
semen kemampuan untuk melindungi kromatin
dari spermatozoa akan berkurang (Love ef al.,
2002).

komponen-komponen yang akan melindungi
spermatozoa, sehingga harus disisakan 20% pada
saat pembekuan agar mendapatkan kualitas semen
beku yang lebih baik. Komponen yang terdapat
dalam plasma semen berbeda antar individu.
Penambahan 20% plasma semen dari kuda jantan
yang dikenal mempunyai kualitas semen beku
yang baik, ke dalaur semen dari kuda dengan
kualitas semen beku yang rendah ternyata dapat
meningkatkan  kualitasnya.  Plasma  semen
mengandung dua faktor dekapasitasi sehingga
dapat mencegah terjadinya kapasitasi dini. Untuk
membuktikan hal tersebut diadakan penelitian
untuk mengembalikan plasma semen ke dalam
semen yang telah disentrifugasi dan telah dibuang
plasmanya masing-masing 0, 5, 10, 20, 40 dan
80% dan diir!:ubasi selama 10 dan 90 menit
ter..yata . :lah penamhchan ke “ali
plasma semen sebanyak 5% menunjukkan - .tal
motil dan progresif motil tertinggi dibandingkan
penambahan plasma semen yang lain. Setelah
diinkubasi selama 90 menit ternyata plasma semen

sebanyak 0, 5 dan 20% menunjukkan hasil yang
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sama lebih baik dibandingkan persentase yang
lain.

Kualitas semen beku kuda yang diinkubasi
dengan plasma zemen 5 dan 20% menunjukkan
total motil dan progresif motil yang sama pada 10
menit setelah pascathawing. Setelah 90 menit
ternyata plasma semen 5% menunjukkan-" total
motil dan progresif motil yang lebih tinggi dari
pada 20%. .

Pada penelitian yang telah dilakukan,
sebetulnya plasma semen tidak bisa dibuang
seluruhnya, karena akan menyentuh pelle; sperma
dan akan tercampur kembali dengan plasma
semen. Pada kenyataannya sekitar 5-10% akan
tertinggal satu lapis di atas peller sperma.
Sehingga daya tahan hidup spermatozoa dalam 0%
plasma semen hasil penelitian ini yang terbaik
karena masih meninggalkan sebagian kecil dari
plasma semen.

Kesimpulan

Hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa
kecepatan sentrifugasi untuk pemisahan plasma
semen dapat dilakukan pada 2000 atau 3000 rpm
selama 15 sampai 20 menit tanpa iienunjukkan
perbedaan kualitas pada semen cair kuda. Kualitas
semen cair kuda pada penyimpanan 5°C, lebih
bail tanpa kandungan plasma semen dibandingkan
dengan plasma semen. Semen cair yang disimpan
digunakan untuk
inseminasi sampai jam ketiga dan pada suhu 5°C

pada suhu ruang dapat

sampai jam ke-24 penyimpanan.
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