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Abstract

Separation is an attempt to change the natural proportion of X and Y spermatozoa. One
method of sperm separation is the Swim up method. This study aims to determine the
effect of using resiquimod (R848) on the quality of separated sperm stored at 5°. The
quality includes total motility of local sheep sperm. This study was conducted on December
21, 2023 - January 31, 2024 with the object of research male local sheep aged 3-4 years.
This study used four treatments and five repetitions, namely PO (without R848), P1 (R848
0.3 uM), P2 (R848 0.6 uM), and P3 (R848 0.9 uM). The results of this study showed that the
use of resiquimod (R848) with 5° storage temperature decreased total sperm motility by
40% within 24 hours. The use of resiquimod (R848) 0.3 uM initiated a decrease in the
percentage of total motility of the lower layer. The use of resiquimod (R848) did not affect
the total motility of upper layer sperm. The conclusion of this study is that the use of
resiquimod (R848) 0.3 uM in the separation of local sheep sperm affects the total motility
of lower layer sperm which is manifested through low total motility.
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Pendahuluan

Domba merupakan salah satu
ternak yang banyak dikembangkan di
Indonesia karena memiliki banyak
manfaat, salah satunya sebagai
penghasil daging. Men-jelang hari
tertentu, seperti Hari Raya Idul Adha
atau pun acara Aqigah, penjua-lan serta
permintaan domba akan me-ningkat
terutama pada domba berjenis kelamin
jantan. Jenis kelamin domba yang sulit
ditentukan merupakan salah satu
kendala yang sering dialami. Pene-rapan
separasi atau pemisahan sperma-tozoa
X dan Y merupakan salah satu upaya
dalam meningkatkan efisiensi
reproduksi ternak serta mendukung
kegiatan inseminasi buatan (IB). Cara

tersebut bertujuan untuk mengubah
proporsi alami spermatozoa X dan Y
(50:50) menjadi proporsi yang diingin-
kan dengan menggunakan metode ter-
tentu. Metode swim up merupakan salah
satu metode yang dapat dilakukan
untuk menyeleksi sperma X dan Y.
Indikasinya sperma Y mampu bergerak
lebih cepat berenang dari lapisan bawah
menuju la-pisan atas. Penambahan
bahan tertentu dalam metode swim up
dapat menambah efektivitas metode
swim up, salah satu-nya dengan
menambahkan resiquimod (R848).
Dasar penggunaan resiquimod (R848)
pada metode swim up membuat
pergerakan sperma X terhambat karena
keberadaan Toll Like Receptor 7/8 (TLR
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7/8) yang hanya terdapat pada sperma
X tepatnya di bagian tengah dan ekor
sperma X. Hal tersebut mengurangi
ener-gi dan motilitas sperma X tanpa
meme-ngaruhi sperma Y yang tetap
bergerak naik menuju lapisan atas.
Motilitas me-rupakan indikator penting
dalam peni-laian keberhasilan separasi
sperma. Pe-nilaian motilitas didasarkan
pada gera-kan serta kecepatan dari
spermatozoa.

Pada aplikasi inseminasi buatan ter-
dapat jeda waktu antara proses preser-
vasi sperma, termasuk proses separasi
dan disposisi sperma pada saluran rep-
roduksi betina. Jeda waktu tersebut
seperti waktu jarak tempuh (waktu dis-
tribusi) dapat memengaruhi kualitas
sperma hasil separasi. Semakin lama
waktu yang dibutuhkan, maka semakin
besar penurunan kualitas semen yang
akan digunakan dalam IB. Perpanjangan
waktu penyimpanan semen yang ber-
banding terbalik dengan aktivitas meta-
bolismenya merupakan prinsip dasar
dari penyimpanan semen, maka
terdapat teknik penyimpanan semen
yang dikem-bangkan dengan
menyimpan semen pa-da suhu rendabh,
yaitu suhu 5°C yang disimpan pada
refrigerator, dan semen yang dibekukan
menggunakan nitrogen cair. Akan tetapi,
penggunaan nitrogen cair dalam
pembekuan semen memerlu-kan biaya
yang cukup mahal, sehingga dalam
penelitian ini penulis tertarik un-tuk
meneliti semen hasil sexing yang
disimpan pada suhu 5°C.

Penggunaan resiquimod (R848) te-
lah berhasil memisahkan sperma X dan
Y pada mencit, sapi, dan juga kambing
pe-rah. Tetapi pada semen domba
belum  diketahui  keberhasilannya
terutama pa-da penyimpanan suhu
rendah. Berdasar-kan hal tersebut,
penulis tertarik untuk mengamati
pengaruh  penggunaan resi-quimod
terhadap motilitas dan viabilitas sperma
domba hasil pemisahan yang disimpan
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pada suhu 5°C serta dosis re-siquimod
yang optimal pada pemisahan sperma
yang mendukung motilitas dan
viabilitas sperma domba.

Materi dan Metode

Objek yang digunakan merupakan
semen segar yang berasal dari domba
lokal jantan dengan rentang umur 3-4
tahun dan memiliki bobot badan = 30
kilogram yang diberi pakan ampas tahu
dan silase sebanyak dua kali dalam satu
hari, serta pemberian air minum secara
adlibitum.

Penelitian dimulai dengan melaku-
kan penampungan semen domba,
penge-cekan kualitas semen segar,
pembuatan media sexing, pencucian
semen segar, inkubasi sperma, dan
sexing spermato-zoa dengan metode
swim up. Penelitian dilakukan dengan
menggunakan empat perlakukan (PO
(tanpa penambahan R848), P1 (R848
0.3 uM), P2 (R848 0.6 uM), dan P3
(R848 0.9 uM)). Parameter yang diteliti
adalah motilitas total sper-matozoa X
danY (%).

Persentase motilitas total sperma
dari setiap lapisan hasil pemisahan dila-
kukan dengan mengambil dan menem-
patkannya di atas gelas objek, kemudian
direkam melalui video rekorder yang
terhubung dengan mikroskop. Parame-
ter motilitas total sperma diukur
melipu-ti motilitas progresif dan non
progresif. Pengamatan dilakukan
sampai dengan jam ke-n hingga
motilitas total mendeka-ti 40%. Nilai
tersebut merupakan nilai minimum
motilitas sperma yang baik digunakan
untuk inseminasi buatan.

Hasil dan Pembahasan

Kualitas Semen Segar Domba Lokal
Pemeriksaan semen segar terdiri

dari dua kategori, yaitu pemeriksaan

secara makroskopis dan secara mikros-

kopis
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Tabel 1. Hasil Pemeriksaan Domba Lokal
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Penampungan
Parameter Rata-rata
1 2 3 4 5
Makroskopis
Volume (ml) 0,4 0,65 0,5 0,65 0,5 0,54 £ 0,04
Warna Krem Krem Krem Krem Krem Krem
Bau Amis Amis Amis Amis Amis Amis
Konsistensi Kental Kental Kental Kental Kental Kental
pH 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 6,50 + 0,00
Mikroskopis
Gerakan Massa +++ +++ +++ +++ +++ +++
Konsentrasi Sperma 254 171 250 225 179 235,8 £ 16,00
Total (107 sel/ml)
Motilitas (%) 88,30 89,21 86,40 90 81,23 87,02 £ 0,50
Viabilitas (%) 91,20 92,11 90 93,10 91 91,48 £ 0,52

Berdasarkan pada data Tabel 1,
diperoleh rata-rata semen domba lokal
0,54 £ 0,04 mililiter. Umumnya volume
semen segar domba berkisar 0,8-1,2 mi-
liliter. Rendah tingginya volume semen
segar domba disebabkan oleh keteram-
pilan menampung semen serta ereksi
dan ejakulasi yang lemah (Toelihere,
1993).

Warna semen saling berkaitan de-
ngan konsistensi semen. Pada penelitin
ini, semen segar domba lokal berwana
krem atau keruh dan konsistensinya
kental. Hal ini sesuai dengan pendapat
Toelihere (1993), bahwa semen segar
domba yang normal memiliki warna
seperti susu atau krem dan keruh.
Semen yang berwarna keruh dan kental
me-ngindikasikan jumlah sperma per
mili-liternya semakin banyak, semakin
tinggi konsentrasi sperma maka warna
semen semakin keruh dan
konsistensinya se-makin kental
(Susilawati, 2011).

Semen segar pada penelitian ini me-
miliki bau amis khas sperma, artinya
bau semen tersebut normal. Bau semen
yang normal memiliki bau amis khas
sperma dan terdapat bau dari hewan
tersebut (Nahtiyanti et al, 2017).

Rataan pH pada penelitian ini sebesar
6,5. Toelihere (1993) menyatakan
bahwa umumnya semen domba
memiliki pH antara 6,2-7,0.

Pada pemeriksaan mikroskopis, ge-
rakan massa yang diperoleh pada pene-
litian ini adalah +++ yang menandakan
gerakan massa semen tersebut sangat
baik. Gerakan massa yang sangat baik
di-tandai dengan gelombang besar,
banyak, tebal, aktif, dan gelap seperti
gumpalan awan hitam yang bergerak
cepat (Susilawati, 2011). Konsentrasi
sperma total yang diperoleh dari
penelitian ini memiliki rata-rata 235,8 x
107 sel per mililiter. Konsentrasi
tersebut masih dalam keadaan yang
normal. Menurut Toelihere (1993) rata-
rata konsentrasi spermatozoa domba
berkisar 200-300 x 107.

Penelitian ini memperoleh motilitas
semen segar domba lokal dengan rata-
rata sebesar 87,02%. Nilai motilitas ter-
sebut termasuk baik, artinya semen
domba memiliki kualitas  tinggi.
Menurut pendapat Gundogan et al
(2010) kisaran normal motilitas sperma
domba lebih dari 70%. Nilai rata-rata
viabilitas semen segar pada penelitian
ini sebesar 91,48%. Rataan viabilitas
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tersebut lebih tinggi dibandingkan
penelitian sebelum-nya dengan nilai
viabilitas 87,96% (Akhdiat, 2012).
Persentase viabilitas spermatozoa lebih
tinggi dari persentase motilitas.

Persentase Motilitas Total

Motilitas atau daya gerak spermato-
zoa digunakan sebagai indikator utama
dalam penilaian kualitas sperma. Moti-
litas spermatozoa memiliki peranan
penting dalam keberhasilan fertilisasi
(Zulyazaini et al., 2016). Hasil penelitian
motilitas menggunakan data hingga pe-
nyimpanan pada jam ke-24. Hal ini dika-
renakan pada jam ke-24 sudah terdapat
sperma yang motilitasnya mendekati
40%.

Tabel 2. Persentase Motilitas Total

Spermatozoa
. Lapisan
Jam  Perlakuan Lapisan atas bar\)/vah
.................. L Y
Po 80,64+0,36 79,01+0,68
Py 78,30+1,29 74,52+0,93
0 P> 79,12+1,44 66,84+2,23
P3 78,35+1,66 60,27+3,30
Po 56,69+1,77 55,73+1,31
Py 56,85+1,31 52,00+1,60
24 P2 54,51+1,10 46,55+1,27
P3 52,99+0,34 42,46+0,88

Penggunaan resiquimod (R848) pa-
da penyimpanan suhu 5°C
menyebabkan penurunan motilitas total
sperma hingga 40% terjadi pada waktu
penyimpanan sperma selama 24 jam.
Hasil analisis ragam menunjukkan
bahwa penggunaan resiquimod (R848)
tidak berpengaruh nyata terhadap
motilitas total sperma lapisan atas.
Adapun resiquimod (R848)
berpengaruh nyata terhadap motilitas
total sperma lapisan bawah baik jam ke-
0 dan ke-24.

Penambahan resiquimod (R848)
dalam media sexing berpengaruh nyata
(P<0,05) terhadap motilitas total
sperma lapisan bawah. Selanjutnya, uji

Jurnal Produksi Ternak Terapan, 5(2): 65-71

100
90
80
70

ab
bc
c
60
50
30
20
10
0
P1 P2 P3

PO

a

MOTILITAS TOTAL LAPISAN BAWAH
(%)
IS
o

0JAM

100
90
80
70

50 b
40
30
20
10

MOTILITAS TOTAL LAPISAN BAWAH
(%)

PO P1 P2 P3
24 JAM

lanjut Tukey HSD dilakukan untuk

mengetahui signifikansi antar grup

perlakuan.

[lustrasi 1. Motilitas Total Lapisan Bawah
Jam ke-0 dan Jam ke-24

Keterangan :

Po = 0 uM resiquimod (R848)
P1=0,3 uM resiquimod (R8438)
P2 =0,6 uM resiquimod (R848)
P3 =0,9 uM resiquimod (R848)

Hasil uji lanjut Tukey HSD pada ilus-
trasi di atas menunjukkan bahwa motili-
tas total sperma lapisan bawah penyim-
panan 0 jam pada Po (79,01%) nyata
lebih tinggi dibandingkan dengan P:
(66,84%) dan P3(60,27%), tetapi tidak
nyata lebih tinggi dibandingkan P;
(74,52%). Hasil P1(74,52%) nyata lebih
tinggi dibandingkan P3(60,27%), tetapi
tidak nyata lebih tinggi dibandingkan Pg
(79,01%) dan P2 (66,84%). Signifikansi
tersebut menunjukkan bahwa pemberi-
an resiquimod (R848) 0,3 uM
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penyimpa-nan 0 jam, masih
menghasilkan motilitas total lapisan
bawah yang sama dengan perlakuan
tanpa penambahan resiqui-mod (R848),
berbeda dengan pemberian resiquimod
(R848) 0,6 uM dan 0,9 pM penyimpanan
0 jam yang menghasilkan motilitas total
nyata lebih rendah diban-dingkan
perlakuan tanpa pemberian resiquimod
(R848).

Adapun pada penyimpanan jam ke-
24 menunjukkan bahwa motilitas total
sperma lapisan bawah penyimpanan su-
hu 5°C selama 24 jam pada Po (55,73%)
dan P; (52,00%) nyata lebih tinggi
diban-dingkan dengan P> (46,55%) dan
Pz (42,46%). Signifikansi tersebut
menun-jukkan  bahwa  pemberian
resiquimod (R848) 0,3 uM pada
penyimpanan 5°C selama 24 jam masih
menghasilkan mo-tilitas total yang sama
dengan perlakuan tanpa penambahan
resiquimod (R848), berbeda dengan
pemberian resiquimod (R848) 0,6 uM
dan 0,9 uM menghasilkan motilitas total
yang nyata lebih rendah dibandingkan
perlakuan tanpa pemberi-an
resiquimod (R848).

Hasil penelitian ini menunjukkan
bahwa penggunaan resiquimod (R848)
dalam media swim up yang disimpan pa-
da suhu 5°C mengalami penurunan
moti-litas total sperma hingga 40%
terjadi da-lam waktu 24 jam. Penurunan
tersebut terjadi karena metabolisme
yang menu-run  selama  proses
penyimpanan, sehing-ga ATP yang
dihasilkan ikut menurun. Hal tersebut
mengakibatkan semakin se-dikitnya
sperma yang memiliki cadangan energi
untuk bergerak, sehingga motili-tas
sperma semakin kecil (Kusumawati et
al, 2016). Penggunaan resiquimod
(R848) tidak memberikan pengaruh ter-
hadap motilitas total sperma pada lapi-
san atas baik pada penyimpanan 0 jam
atau 24 jam. Hal ini disebabkan bahwa
pada lapisan atas diasumsikan terdapat
banyak sperma Y. Penggunaan resiqui-
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mod (R848) tidak berdampak terhadap
sperma Y. Hal tersebut disebabkan kare-
na TLR 7/8 tidak terdapat pada sperma
Y sehingga penggunaan resiquimod
(R848) tidak berpengaruh terhadap mo-
tilitas total sperma pada lapisan atas
(Umehara et al, 2019).

Adapun pada lapisan bawah, nilai
mtilitas total pada semua grup
perlakuan yang mengandung
resiquimod (R848) mengalami
penurunan, baik pada pe-nyimpanan 0
jam maupun 24 jam. Penu-runan nilai
motilititas total pada lapisan bawah
semakin tinggi seiring dengan pe-
nambahan kadar resiquimod (R848) di
dalam media. Semakin tinggi dosis resi-
quimod (R848) yang ditambahkan da-
lam media, maka semakin menurunkan
motilitas total pada sperma lapisan ba-
wah. Hal tersebut sesuai dengan penda-
pat Umehara et al (2019) bahwa
resiqui-mod (R848) akan mengaktifkan
ligan TLR7/8 yang menekan motilitas
pada sperma X tetapi tidak pada sperma
Y. Pe-nelitian Wen et al. (2023) juga
mengung-kapkan bahwa keberadaan
resiquimod (R848) mempengaruhi
metabolisme ATP dan fungsi
mitokondria. Dalam pe-nelitiannya juga
dijelaskan bahwa peng-gunaan
resiquimod (R848) dalam media swim
up membuat tingkat ATP secara
signifikan lebih tinggi pada sperma bagi-
an atas daripada sperma bagian bawabh.

Penggunaan resiquimod (R848) pa-
da metode swim up telah mengaktifkan
TLR 7/8 yang berada pada bagian ekor
sperma X. TLR 7/8 menyebabkan perge-
rakan sperma lebih rendah dibanding-
kan dengan sperma tanpa pemberian
re-siquimod (R848) dimana TLR 7/8
tidak diaktifkan. Keadaan tersebut
membuat persentase motilitas sperma X
lebih ren-dah pada lapisan bawah
karena produksi ATP dari aktivitas
heksokinase yang ter-hambat.
Penggunaan resiquimod (R848) untuk
memisahkan sperma X dan Y pada
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metode swim up, telah menghambat
pergerakan sperma X. Hal tersebut me-
mungkinkan sperma X naik dengan
cepat ke lapisan atas lebih kecil dan
cenderung tertahan di lapisan bawah
(Wen et al., 2023; Umehara et al, 2019;
Huang et al., 2022). Sampel hasil sexing
dari setiap lapisan dapat digunakan
untuk insemi-nasi buatan. Keberadaan
TLR 7/8 telah menekan motilitas
sperma X tanpa me-nurunkan fertilitas
dan daya hidup sper-ma. Berdasarkan
hal tersebut, sperma yang
pergerakannya  terhambat  karena
penambahan resiquimod (R848) dapat
dipulihkan kembali dengan melakukan
sentrifugasi untuk memisahkan resiqui-
mod (R848) dalam media. Hal tersebut
merujuk pada penelitian Umehara et al.
(2019) yang menyatakan bahwa
rendah-nya motilitas sperma lapisan
bawah da-pat dipulihkan dengan
menghilangkan resiquimod (R848)
dalam media sexing.

KESIMPULAN

Pemberian resiquimod (R848) pada
media separasi sperma menurunkan
motilitas total sperma domba lokal di
lapisan bawah media pada
penyimpanan suhu 5°C tetapi tidak
berpengaruh pada motilitas total
sperma di lapisan atas media.
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