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Abstrak. Kebutuhan masyarakat akan konsumsi ikan lele sangat tinggi sehingga diperlukan
penyediaan benih yang cukup banyak. Salah satu upaya untuk menyediakan benih adalah
dengan melakukan pengenceran semen agar sel telur yang dibuahi lebih banyak. Tujuan
penelitian ini adalah mengetahui media pengencer terbaik dalam menjaga kualitas
spermatozoa ikan lele Masamo selama penyimpanan pada suhu 4-5°C. Penelitian dilakukan
secara eksperimental menggunakan desain Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan empat
perlakuan dan lima kali pengulangan, yaitu tanpa pengencer (TP), Ginsburg Fish Ringer (GF),
NaCl 0,9% (NA) dan Immobilizing Saad (IS). Semen segar diencerkan dengan rasio pengenceran
1:5 dengan media pengencer yang berbeda. Parameter yang diukur meliputi motilitas dan
viabilitas spermatozoa ikan lele Masamo. Data dianalisis menggunakan uji Kolmogorov-Smirnov
dan dilanjutkan dengan uji ANAVA satu arah dan uji Duncan. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa media Immobilizing Saad mampu mempertahankan persentase motilitas selama
penyimpanan 0, 1, 24 dan 48 jam masing-masing sebesar 88,00% * 3,71; 87,00% * 3,26; 78,50% *
3,79; 12,50% + 3,54 dan persentase viabilitas masing-masing sebesar 91,29% * 1,55; 89,19% *
2,18; 81,95% + 1,99; 58,93% + 3,01. Berdasarkan penelitian dapat disimpulkan bahwa media
pengencer Immobilizing Saad merupakan media pengencer terbaik dalam mempertahankan
motilitas dan viabilitas spermatozoa ikan lele Masamo selama penyimpanan pada suhu 4-5°C.
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Abstract. The community's need for catfish consumption is very high, so it is necessary to provide
enough semen. An effort to provide semen is diluting the semen so that more eggs are fertilized. The
study aimed to determine the best extender in maintaining spermatozoa quality of Masamo catfish
during short-term preservation. This study used a Completely Randomized Design (CRD) with four
treatments and five repetitions, namely without an extender (TP), Ginsburg Fish Ringer (GF), 0.9%
NaCl (NA), and Immobilizing Saad (IS). Fresh semen was diluted at a 1:5 ratio with different extenders.
Motility and viability of Masamo catfish spermatozoa were measured. Data were analyzed with the
Kolmogorov-Smirnov test and continued with the one-way ANOVA and Duncan's tests. The results
showed that the Immobilizing Saad media was able to maintain the average percentage of motility during
0, 1, 24 and 48 hours storage are 88.00% * 3.71; 87.00% * 3.26; 78.50% =+ 3.79; 12.50% * 3.54
respectively and average viability percentages were 91.29% =+ 1.55, 89.19% + 2.18, 81.95% % 1.99,
58.93% * 3.01 respectively. Based on the research, it can concluded that Immobilizing Saad extender is
the best extender to maintain the motility and viability of Masamo catfish spermatozoa during short-term
preservation.
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PENDAHULUAN

Perikanan budidaya di Indonesia merupakan sektor perikanan dengan prospek lebih baik
dibandingkan dengan sektor perikanan tangkap. Perikanan budidaya merupakan produksi ikan yang
kondisinya sebagian dikelola dan dikendalikan oleh manusia seperti pengembangbiakan spesies ikan
yang diinginkan, peningkatan mutu dengan kawin silang dan seleksi, pembasmian hama dan
penggunaan pakan pilihan untuk peningkatan mutu ikan (Eer dkk., 2004). Prospek yang lebih baik
tersebut dapat dilihat dari pernyataan Nainggolan dkk. (2019) bahwa volume produksi sektor
perikanan budidaya pada tahun 2012-2017 mengalami peningkatan rata-rata sebesar 14,16%,
sedangkan volume produksi perikanan tangkap pada tahun 2012-2017 hanya mengalami peningkatan
rata-rata sebesar 8,70%.

LenteraBio, 2022; Volume 11, Nomor 3: 545-553 545
https:/ /journal.unesa.ac.id/index.php/lenterabio/index



Salah satu komoditas unggulan perikanan budidaya yaitu ikan lele Masamo (Clarias sp.). Ikan
lele Masamo adalah ikan yang diperoleh dari kombinasi plasma nutfah 7 strain ikan lele dari berbagai
negara (Abidin dkk., 2016). Ikan lele merupakan ikan air tawar yang kulit tubuhnya licin, tidak
bersisik dan berlendir. Ikan lele memiliki banyak kelebihan, diantaranya adalah kandungan gizi yang
tinggi (protein (15,6 g/ekor), vitamin B-12, asam lemak omega-3 (220 mg/ekor), asam lemak omega-6
(875 mg/ekor), rendah kalori dan lemak (122 kal dan 6,1 g/100 gram ikan lele), rendah merkuri
(Santoso dkk., 2019), pertumbuhan yang relatif cepat dan memiliki kemampuan adaptasi yang tinggi
(Suyanto, 2006). Selain itu, ikan lele relatif mudah untuk dibudidayakan karena memiliki kemampuan
adaptasi yang tinggi sehingga dapat bertahan hidup pada tempat dengan kondisi yang kurang baik
seperti sungai, sawah, rawa maupun tempat yang kurang oksigen seperti di tempat berlumpur
(Rahmawati dkk., 2021). Kemampuan adaptasi ikan lele ini dikarenakan adanya organ arborescent
sehingga ikan lele dapat menghirup udara secara langsung (Mohamed, 2012) dan meningkatkan
toleransi mereka terhadap kondisi DO yang merugikan (Coniza dkk., 2003).

Untuk memenuhi tingginya kebutuhan masyarakat akan ketersediaan ikan lele, maka
diperlukan ketersediaan benih dengan jumlah dan kualitas yang memadai. Ketersediaan benih ikan
dapat diperoleh secara alami dan buatan. Menurut Devi dkk. (2019), upaya yang dapat dilakukan
untuk meningkatkan produksi benih yaitu dengan melakukan pengenceran spermatozoa agar lebih
banyak telur yang dapat dibuahi. Alasan lain diperlukan proses pengenceran sperma adalah karena
kualitas sperma (persentase viabilitas, persentase motilitas, durasi motilitas dan durasi viabilitas)
akan terus menurun setelah proses ejakulasi sehingga diperlukan upaya untuk menjaga kualitasnya
(Rustidja, 2000). Metode pengenceran sperma ini membutuhkan media pengencer. Media pengencer
mengandung bahan organik dan anorganik yang memiliki kegunaan untuk menambah volume
semen (Ducha dkk., 2018), memperpanjang durasi penyimpanan spermatozoa, mengurangi kerapatan
antar spermatozoa (Handoko dkk., 2018) dan mencegah inisiasi aktivasi sperma (Vuthiphandchai
dkk., 2021). Rustidja (2000) menambahkan media pengencer berfungsi untuk memperkecil aktivitas
spermatozoa, memperpanjang dan mempertahankan motilitas dan viabilitas spermatozoa pada saat
penyimpanan. Selain itu, menurut Kusumawati dan Leondro (2014), bahan pengencer memiliki
persyaratan seperti memiliki kandungan nutrisi untuk mendukung kebutuhan spermatozoa saat
penyimpanan, tidak beracun bagi spermatozoa, bersifat seperti larutan penyangga (buffer),
memungkinkan spermatozoa untuk bergerak secara progresif dan menjaga spermatozoa dari kejutan
suhu dingin (cold shock).

Setiap media pengencer harus mampu mempertahankan kualitas spermatozoa dan
memperpanjang durasi penyimpanan setelah dilakukan proses pengenceran (Solihati dan Kune,
2009). Terdapat beberapa pengencer semen ikan yang sudah cukup banyak digunakan dan
dikembangkan oleh peneliti-peneliti sebelumnya, seperti NaCl (Hijriana, 2014; Mukti dkk., 2020),
media Immobilizing Saad (Maria dkk., 2006; Dokpong, 2010), media KCl (Agarwal dkk. 2013;
Raghuvanshi dkk., 2019), fish ringer (Abinawanto dkk., 2021; Alam dkk., 2018), Hanks' Balanced Salt
Solution (HBSS) (Caldas dkk., 2020; Culpepper dkk., 2018; Yang dkk., 2020) dan Kurokura (Cheng
dkk., 2021; Shaliutina-Kolesova dkk., 2019; Du dkk., 2018).

Media NaCl 0,9% memiliki karakteristik yang serupa dengan larutan penyangga (buffer),
isotonis terhadap plasma semen dan dapat menjaga pH semen dari perubahan pH (Arsetyo, 2012;
Ansel dan Prince, 2004), melindungi spermatozoa dari coldshock dan sebagai penyeimbang elektron
(Nilna, 2010). Media NaCl ini memiliki penanganan yang mudah, tersedia di mana-mana dan
biayanya murah (Billich dkk., 2008). Media pengencer ringer merupakan salah satu media pengencer
yang umum digunakan karena mudah untuk disiapkan. Media ringer umum digunakan pada
spermatozoa ikan air tawar, tetapi media ringer yang telah dimodifikasi dapat digunakan sebagai
media pengencer spermatozoa ikan air laut (Muchlisin, 2005). Media ringer merupakan larutan yang
bersifat poliionik, non-alkalinisasi, isotonik dn kristaloid yang seimbang dan mengandung ion
fisiologis seperti Na*, K*, Ca2* dan Cl (El-Ashker, 2014). Media ringer memiliki pH 7,9 yang mirip
dengan pH seminal plasma sehingga dapat mempertahankan motilitas dalam jangka waktu yang
lama (Muchlisin dkk., 2004), sedangkan media Immobilizing Saad merupakan media pengencer yang
mengandung tris yang mampu melindungi spermatozoa dari coldshock dengan cara menjaga
keseimbangan elektrolit intraseluler dan ekstraseluler untuk keberlangsungan proses kimia di dalam
spermatozoa sehingga dapat mengurangi kematian spermatozoa secara berlebih (Tambing dkk.,
2000). Selain itu, tris merupakan regulator pH (Gadea, 2003), yang melindungi spermatozoa dari
perubahan konsentrasi ion hidronium dan ion hidroksida, memiliki pH yang mirip dengan sebagian
besar sel hidup, lebih murah dari penyangga lain dan sangat larut dalam air (Namula dkk., 2019).
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Berdasarkan penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Maria dkk. (2006), semen ikan
Piracanjuba (Brycon orbignyanus) yang diencerkan dalam media pengencer Immobilizing Saad memiliki
nilai motilitas tertinggi (80%) setelah penyimpanan dingin selama 24 jam. Penelitian Handoko dkk.
(2018) menunjukkan bahwa spermatozoa yang diencerkan dan disimpan pada suhu 4-5°C akan
mengalami penurunan nilai motilitas dan durasi motilitas seiring dengan lama waktu penyimpanan.
Penggunaan media pengencer KCl (saline solution) merupakan media pengencer yang paling baik
dalam mempertahankan motilitas spermatozoa hingga hari ke-7 penyimpanan pada suhu 4-5°C
dengan nilai rata-rata persentase motilitas sebesar 28,00%+4,67. Pada penelitian ini digunakan 3
macam media pengencer yang berbeda, yaitu media pengencer NaCl 0,9%, Immobilizing Saad dan
Ginsburg Fish Ringer untuk membandingkan kualitas semen ikan lele Masamo setelah penyimpanan
pada suhu 4-5°C. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh macam media pengencer
terhadap kualitas spermatozoa ikan lele Masamo dan jenis media pengencer manakah yang paling
baik dalam mempertahankan kualitas spermatozoa ikan lele Masamo.

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan menggunakan desain Rancangan
Acak Lengkap (RAL). Penelitian menggunakan empat perlakuan dengan lima kali pengulangan, yaitu
tanpa penambahan media pengencer (TP), media pengencer NaCl 0,9 % (NA), Immobilizing Saad (IS)
dan Ginsburg Fish Ringer (GF). Lama waktu penyimpanan spermatozoa yang digunakan yaitu 0, 1, 24
dan 48 jam penyimpanan dalam suhu 4-5°C.

Alat dan bahan yang digunakan pada proses pembuatan media pengencer adalah tabung
erlenmeyer, timbangan analitik, magnetic stirrer, gelas ukur, aluminium foil, membran milipore, laminar
air flow, ddH>O/ akuades, NaCl 154 mM (0,9%), NaCl 200 mM dan tris 30 mM (media Immobilizing
Saad) dan NaCl 123.2 mM; KCl 3.75 mM; CaCl; 3.0 mM; NaHCOs 2.65 mM (media Ginsburg Fish
Ringer). Alat dan bahan yang digunakan pada proses koleksi dan preparasi semen adalah waterbath,
tabung sentrifugasi, gelas ukur, aluminium foil, mikropipet, mikrotip, syringe, kertas indikator pH,
membran milipore, laminar air flow, mikroskop cahaya, kaca objek (object glass), kaca penutup (cover
glass), alat bedah (dissecting set), termometer, batang pengaduk, hand counter, media pengencer, dan
pewarnaan eosin-nigrosin.

Pembuatan media pengencer dilakukan di dalam Laminar Air Flow agar steril dan untuk
mencegah adanya kontaminasi kotoran dan bakteri. Media NaCl 0,9% merupakan larutan isotonis
yang dibuat dengan cara melarutkan 0,9 gram kristal NaCl ke dalam 100 ml akuades (Diarti dkk.,
2016). Media Ginsburg Fish Ringer dibuat dengan cara melarutkan 3,25 g NaCl, 0,125 g KCl, dan 0,175
g CaCl».2H,O dalam 450 ml ddH,O steril, kemudian ditambahkan 0,10 g NaHCO3; dan ddH>O steril
sampai volume akhirnya 500 ml (Draper dan Moens, 2009). Media Immobilizing Saad dibuat dengan
cara melarutkan 11,7 gram NaCl dan 3,63 gram tris dalam 450 ml ddH>O steril. Setelah larut
kemudian ditambahkan ddH>O steril sampai volume akhirnya 500 ml (Maria dkk., 2006). Media
pengencer yang telah dibuat kemudian difiltrasi dengan menggunakan membran milipore dan
disimpan di dalam refrigerator pada suhu 4-5°C

Semen segar diperoleh dari lele Masamo jantan usia £2 tahun yang sudah matang gonad dan
diperoleh dari pembudidaya ikan di daerah Bangkalan, Madura. Proses koleksi sperma ikan lele
dilakukan dengan metode pembedahan. Hal ini dikarenakan ukuran testis yang relatif kecil dan
bentuk gerigi pada saluran kantong sperma (seminal vesicles) menyebabkan koleksi sperma tidak
dapat dilakukan secara stripping (Bertha dkk., 2016). Semen dikoleksi dengan cara membedah perut
ikan menggunakan alat bedah (dissecting set) secara membujur sampai bagian anus kemudian diambil
kantong spermanya. Kantong sperma kemudian dibersihkan dengan tisu sampai kering dari sisa
darah yang menempel. Kantong sperma yang sudah bersih kemudian dihancurkan dengan cara
digunting menggunakan gunting bedah dan diambil semennya menggunakan syringe tanpa jarum
dan ditempatkan dalam tabung sentrifugasi steril dan ditutup dengan aluminium foil.

Semen yang telah dikoleksi kemudian dievaluasi secara makroskopis dan mikroskopis
sebelum diencerkan. Evaluasi makroskopis dilakukan dengan cara pengamatan kondisi fisik semen
secara langsung seperti pH, warna, bau dan konsistensi semen. Evaluasi mikroskopis dilakukan
melalui pengamatan kualitas spermatozoa (motilitas massa, motilitas individu dan viabilitas
spermatozoa) menggunakan mikroskop cahaya dengan perbesaran 400x.

Semen yang telah dievaluasi kualitasnya kemudian diencerkan dengan rasio pengenceran 1:5
(semen:media pengencer) menggunakan media pengencer sesuai dengan perlakuan. Pengenceran
semen dilakukan di dalam waterbath pada suhu 37°C, kemudian dimasukkan ke dalam refrigerator
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bersuhu 4-5°C dengan menggunakan metode water jacket untuk menghindari terjadinya cold shock dan
dilakukan penyimpanan selama 0, 1, 24 dan 48 jam. Pemilihan waktu penyimpanan hingga 48 jam
dikarenakan untuk menghindari adanya kemungkinan pertumbuhan bakteri yang dapat
mempengaruhi kualitas media pengencer (Maria dkk., 2006).

Semen yang telah diencerkan sesuai perlakuan dievaluasi kualitasnya secara mikroskopis
meliputi pengamatan motilitas dan pengamatan viabilitas. Motilitas spermatozoa diamati dengan
meneteskan semen pada kaca objek (object glass) kemudian ditutup dengan kaca penutup (cover glass)
lalu diamati menggunakan mikroskop cahaya perbesaran 400x. Penilaian dilakukan berdasarkan
metode Garner dan Hafez (2008) yaitu dengan membandingkan spermatozoa yang bergerak maju
(progresif) dengan spermatozoa yang bergerak mundur dan hanya diam (imotil).

Pengamatan viabilitas dilakukan dengan meneteskan semen pada bagian ujung kaca objek
(object glass) dan meneteskan pewarna eosin-nigrosin kemudian mencampurkannya. Penggunaan
pewarna eosin-nigrosin memiliki keuntungan yaitu dapat dibuat preparat apusan permanen dan
nigrosin memberikan warna latar yang gelap sehingga mudah untuk membedakan spermatozoa yang
hidup dan mati (Ducha dkk., 2018). Semen yang telah tercampur dengan pewarna kemudian dibuat
preparat apusan dengan cara menempelkan ujung kaca objek (object glass) lain pada campuran semen
pada sudut 45° kemudian diratakan hingga menjadi preparat tipis. Preparat kemudian dikering
anginkan dan diamati menggunakan mikroskop cahaya dengan perbesaran 400x. Perhitungan
viabilitas diperoleh dari jumlah spermatozoa hidup per jumlah total spermatozoa dikali 100%.
Spermatozoa yang hidup tidak menghisap warna, sedangkan spermatozoa yang mati akan
menghisap warna karena eosin akan menembus membran sel yang rusak. Hal ini diakibatkan oleh
membran plasma yang rusak pada spermatozoa mati kehilangan sifat semi-permeabilitasnya dan
membentuk pori-pori kecil yang memungkinkan untuk zat warna dapat menembus ke dalam sel
yang biasanya tidak dapat ditembus karena adanya membran plasma (Sharma dan Agarwal, 2021).

Data penelitian yang diperoleh ditransformasi menggunakan transformasi arcsin dan
dilakukan uji normalitas dengan uji Kolmogorov-Smirnov. Data selanjutnya dilakukan uji ANAVA satu
arah untuk mengetahui pengaruh dari suatu faktor (penggunaan media pengencer yang berbeda)
terhadap variabel dependen (motilitas dan viabilitas spermatozoa), dilanjutkan dengan uji beda nyata
menggunakan uji Duncan untuk menguji perbedaan diantara seluruh pasangan perlakuan yang
mungkin terlepas dari jumlah perlakuan yang digunakan dengan tetap mempertahankan taraf nyata
yang ditentukan dengan program SPSS.

HASIL

Berdasarkan pada analisis semen segar yang telah dilakukan, diketahui semen segar yang
digunakan dalam penelitian ini memiliki volume 1,2 ml, motilitas individu sebesar 85% dan motilitas
massa ++. Berdasarkan pada hasil uji makroskopis dan makroskopis, maka semen layak untuk
diproses lebih lanjut, yaitu pengenceran penyimpanan pada suhu 4-5°C. Hal ini sejalan dengan
pernyataan Raafi (2018) bahwa syarat semen untuk dapat dilakukan penyimpanan adalah semen
dengan nilai motilitas individu = 70% dan motilitas massa ++.

Nilai rata-rata persentase motilitas + SD dan rata-rata persentase viabilitas + SD didapatkan
setelah dilakukan pengamatan dan hasil yang didapat dianalisis. Hasil analisis dengan menggunakan
uji Duncan (a=0,05) menunjukkan bahwa nilai rata-rata persentase motilitas dengan menggunakan
berbagai macam media pengencer berbeda nyata dilihat dari adanya perbedaan notasi (Tabel 1).

Tabel 1. Hasil rata-rata persentase motilitas + SD spermatozoa ikan lele Masamo dengan berbagai macam media
pengencer

Rata-rata motilitas (%) + SD

Perlakuan Jam 0 Jam 1 Jam 24 Jam 48
Tanpa pengencer 88,50+ 2,852 76,00 + 3,79v 36,00+ 4,87 5,00 £2,5b
Media Ginsburg Fish Ringer 87,00+ 3,262 65,50 + 3,262 26,50 + 2,852 1,50 +2,24a
Media NaCl 0,9% 87,00+ 3,262 86,00 £ 4,54¢ 52,50 + 3,95¢ 2,00 +£1,12ab
Media Immobilizing Saad 88,00+ 3,71a 87,00 £ 3,26¢ 78,50 + 3,79d 12,50 £3,54¢
Keterangan: notasi dengan huruf kecil yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan hasil yang berbeda
nyata (P<0.05)

Hasil rata-rata persentase motilitas pada Tabel 1 menunjukkan bahwa pada jam ke-0 tidak
terdapat perbedaan nyata antar perlakuan. Motilitas tertinggi mulai dari jam ke-1 sampai jam ke-48
adalah perlakuan dengan penggunaan media pengencer Immobilizing Saad dengan motilitas pada jam
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ke-1 yaitu 87% dan pada jam ke-48 yaitu 12,5%. Nilai rata-rata persentase motilitas terus menurun
dan mengalami penurunan drastis pada jam ke-48. Motilitas terendah mulai dari jam ke-1 sampai jam
ke-48 adalah perlakuan dengan penggunaan media pengencer Ginsburg Fish Ringer dengan motilitas
pada jam ke-1 yaitu 65,5% dan pada jam ke-48 yaitu 1,5%.

Pengamatan viabilitas spermatozoa dilakukan dengan menggunakan metode pewarnaan
eosin-nigrosin. Spermatozoa yang hidup tidak menghisap warna, sedangkan spermatozoa yang mati
akan menghisap warna. Hasil pengamatan dapat dilihat pada Gambar 1 dan Tabel 2.
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Gambar 1. Viabilitas spermatozoa setelah pengenceran dengan pengencer berbeda pada perbesaran 400x.
Keterangan : spermatozoa hidup (1); spermatozoa mati (2); TP= tanpa perlakuan, GF= Ginsburg Fish

Ringer, NA= NaCl 0,9%, IS= Immobiling Saad (Sumber : dokumentasi pribadi)
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Tabel 2. Hasil rata-rata persentase viabililitas + SD spermatozoa ikan lele Masamo dengan media pengencer

berbeda
Rata-rata viabilitas (%) + SD
Perlakuan Jam 0 Jam 1 Jam 24 Jam 48
Tanpa pengencer 88,76ab+ 2,17 80,552+ 2,88 42,390+ 3,71 18,672+ 1,06
Media Ginsburg Fish Ringer 87,572+ 1,93 79,402+ 1,79 37,032+ 3,36 19,792+ 2,24
Media NaCl 0,9% 89,17ab+ 2,34 86,366+ 1,27 61,02+ 2,34 41,65+ 3,09
Media Immobilizing Saad 91,29<+ 1,55 89,19¢+ 2,18 81,954+ 1,99 58,93<+ 3,01

Keterangan: notasi dengan huruf kecil yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan hasil yang berbeda
nyata (P<0.05)

Berdasarkan hasil rata-rata persentase viabilitas pada Tabel 2 menunjukkan bahwa viabilitas
tertinggi mulai dari jam ke-0 sampai jam ke-48 adalah perlakuan dengan penggunaan media
pengencer Immobilizing Saad dengan viabilitas pada jam ke-0 yaitu 91,29% dan pada jam ke-48 yaitu
58,93%. Nilai rata-rata persentase viabilitas terus menurun dan terjadi penurunan drastis pada jam ke-
48. Viabilitas terendah pada jam ke-0 adalah perlakuan dengan dengan penggunaan media pengencer
Ginsburg Fish Ringer yaitu 87,57% dan viabilitas terendah pada jam ke-48 adalah perlakuan dengan
tanpa penggunaan media pengencer yaitu 18,67%.

PEMBAHASAN

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa penggunaan jenis media pengencer yang berbeda
berpengaruh pada motilitas dan viabilitas spermatozoa pada saat penyimpanan. Berdasarkan pada uji
Duncan (a = 0.05) pada motilitas menunjukkan bahwa pada jam ke-0 tidak terdapat perbedaan nyata
antar perlakuan. Hal ini karena ikan merupakan hewan berdarah dingin (poikiloterm) yang ketika
spermatozoanya disimpan tanpa dilakukan pengenceran pada suhu 4-5°C tidak akan mengalami
kejutan suhu dingin (cold-shock). Hal ini sama dengan pernyataan Cabrita dkk. (2009) bahwa
spermatozoa ikan dapat disimpan tanpa dilakukan pengenceran terlebih dahulu pada suhu 4-5°C
karena tidak seperti spermatozoa mamalia, spermatozoa hewan akuatik tidak akan mengalami
kejutan suhu dingin (cold-shock) saat penyimpanan.

Berdasarkan pada Tabel 1 dan 2, dapat diketahui bahwa terdapat penurunan nilai rata-rata
persentase motilitas dan viabilitas pada setiap perlakuan setiap jamnya, dan penurunan paling drastis
terjadi pada jam ke-48. Hal ini diakibatkan oleh beberapa hal seperti semakin berkurangnya cadangan
nutrisi dan energi pada media pengencer dan terjadinya peningkatan pH semen selama masa
penyimpanan yang menyebabkan kerusakan dan kematian spermatozoa (Solihati dan Kune, 2009).
Pergerakan spermatozoa membutuhkan energi yang disediakan oleh ATP dan energi tersebut
digunakan oleh dynein ATP-ase yang terletak di dalam aparatus motil flagela (aksonema) (Inaba dkk.,
1999). Hal ini menyebabkan tingginya kebutuhan ATP dalam sperma untuk memodulasi motilitas
sperma (Zietara dkk., 2004). Spermatozoa ikan lele memiliki tingkat ATP dan muatan energi adenilat

LenteraBio, 2022; Volume 11, Nomor 3: 545-553 549
https:/ /journal.unesa.ac.id/index.php/lenterabio/index



(adenylate energy charge/ AEC) yang rendah sehingga diperlukan tambahan substrat energi untuk
mempertahankan motilitas spermatozoa (Rurangwa dkk., 2002; Mansour dkk., 2003). Selain itu,
kondisi penyimpanan dingin yang lama juga dapat mempengaruhi motilitas dan viabilitas
spermatozoa. Hal ini karena kondisi lingkungan yang anaerobik dan adanya kontaminasi mikroba.
Penambahan antibiotik dalam jumlah yang tepat dapat meningkatkan kelangsungan hidup
spermatozoa yang disimpan dalam suhu 4-5 °C dengan cara mencegah adanya infeksi bakteri pada
spermatozoa yang dapat menyebabkan kematian spermatozoa (Rurangwa dkk., 2004).

Berdasarkan penelitian ini, perlakuan dengan penggunaan media pengencer Immobilizing Saad
merupakan media pengencer optimal yang dapat mempertahankan persentase motilitas hingga 12,50
*+ 3,54% setelah 48 jam penyimpanan. Media pengencer Immobilizing Saad memiliki tekanan
osmolaritas yang mendekati tekanan osmolaritas cairan sperma ikan lele, sehingga tidak merusak
membran sperma dan sperma tetap dalam keadaan diam atau tidak aktif. He dan Woods (2003)
menyatakan bahwa sperma akan tetap diam ketika berada pada media yang bersifat isotonik dan
menjadi motil ketika media bersifat hipo-osmotik pada ikan air tawar dan hiper-osmotik pada ikan air
laut. Namun, lain halnya pada perlakuan dengan penggunaan media pengencer Ginsburg Fish Ringer
yang diduga bersifat hiper-osmotik terhadap sperma sehingga menyebabkan terjadinya dehidrasi (air
keluar dari sel) secara berlebihan dan sperma menjadi rusak. Natrium klorida yang digunakan
sebagai bahan media pengencer memiliki pengaruh terhadap peningkatan nilai osmolaritas dan
motilitas spermatozoa sehingga terjadi peningkatan durasi motilitas spermatozoa (Agarwal, 2011).
Motilitas sperma juga dipengaruhi oleh beberapa faktor, seperti pH, kation, osmolalitas dan rasio
pengenceran sperma, baik dalam lingkungan berair maupun media pengencer. Spermatozoa sebagian
besar spesies ikan tidak bergerak dalam testis dan seminal plasma. Oleh karena itu, motilitas
diinduksi setelah spermatozoa dilepaskan ke lingkungan berair selama reproduksi alami atau ke
dalam pengencer selama reproduksi buatan (Alavi dan Cosson, 2006)

Faktor lain yang menentukan kualitas spermatozoa adalah nilai persentase viabilitas. Nilai
persentase viabilitas menunjukkan jumlah spermatozoa yang hidup dan mati yang ditentukan oleh
jumlah spermatozoa yang menyerap zat pewarna eosin. Spermatozoa yang hidup tidak akan
terwarnai (transparan) sedangkan yang mati akan terwarnai. Hasil uji Duncan (a=0,05) menunjukkan
adanya perbedaan nyata (P>0,05) pada viabilitas spermatozoa dengan menggunakan media
pengencer yang berbeda. Hal ini ditunjukkan dengan notasi yang berbeda pada setiap perlakuan.
Berdasarkan perlakuan yang telah dilakukan, perlakuan dengan penggunaan media Immobilizing Saad
merupakan media yang dapat mempertahankan nilai viabilitas tertinggi. Rendahnya nilai persentase
viabilitas pada perlakuan media pengencer Ginsburg Fish Ringer diakibatkan karena kurangnya
cadangan nutrisi (monosakarida) pada media pengencer sehingga untuk mendukung kehidupan
spermatozoa (Arfah dkk., 2015). Penggunaan energi untuk pergerakan dan proses biosintesis pada
spermatozoa menyebabkan semakin berkurangnya jumlah nutrisi yang terkandung pada
spermatozoa. Pernyataan ini sejalan dengan pendapat Solihati dkk. (2006) bahwa kerusakan membran
spermatozoa dapat diakibatkan oleh terjadinya metabolisme spermatozoa yang menyebabkan
semakin sedikit cadangan makanan dan cairan elektrolit yang tidak seimbang. Kerusakan membran
spermatozoa ini diakibatkan karena adanya pertukaran larutan intraseluler dan ekstraseluler antara
spermatozoa dengan media pengencer karena terdapat perbedaan konsentrasi. Liu dkk. (2012) juga
menambahkan bahwa kerusakan pada integritas membran plasma dan fungsi mitokondria dapat
menyebabkan ketidakstabilan membran spermatozoa dan mempengaruhi metabolisme energi oleh
mitokondria yang sehingga mengakibatkan tingkat viabilitas yang rendah. Sperma ikan lele memiliki
laju metabolisme yang sangat tinggi. Selama inkubasi imotil, sperma ikan lele memiliki tingkat
respirasi yang rendah (0.39-0.85 pg/min/ml semen) dan meningkat drastis hingga 15-25 kali lipat
(Mansour dkk., 2003). Omitogun dkk. (2012) mengatakan bahwa laju metabolisme yang tinggi berarti
penggunaan nutrisi dan energi yang juga tinggi sehingga menyebabkan semakin cepat terjadi
akumulasi limbah dalam larutan pengencer tempat spermatozoa tersuspensi. Akumulasi limbah
dapat mencapai tingkat toksik bagi spermatozoa yang dapat menyebabkan spermatozoa mati
sehingga nilai viabilitas rendah.

SIMPULAN

Berdasarkan penelitian ini dapat diambil kesimpulan bahwa media pengencer yang berbeda
memiliki pengaruh terhadap motilitas dan viabilitas spermatozoa ikan lele Masamo. Media pengencer
Immobilizing Saad merupakan media pengencer terbaik yang mampu mempertahankan motilitas dan
viabilitas semen ikan lele Masamo pada suhu penyimpanan 4-5°C selama 48 jam.
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