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ABSTRAK

Krioprotektan merupakan salah satu bahan yang berperan dalam penyelamatan bahan biologis pada kriopreservasi. Dimetil sulfoksida (DMSO) sebagai krioprotektan memiliki kemampuan cepat untuk penetrasi ke dalam sel pada saat equilibrasi (penurunan suhu) dan meninggalkan sel pada saat thawing (pencairan kembali). Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui penggunaan dosis terbaik dari larutan krioprotektan yang menggunakan DSMO dalam ekstender madu terhadap karakteristik dari sel spermatozoa ikan belida pada proses kriopreservasi.  Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Balai Pembibitan dan Hijauan Pakan Ternak (BPHPT) Sembawa pada bulan Maret sampai dengan November 2020. Ikan uji didapat dari hasil tangkapan dari alam, selanjutnya dilakukan pemeliharan selama 4 bulan untuk mendapatkan tingkat kematangan gonad yang maksimal. Pengambilan sel sperma dilakukan secara stripping, proses stripping dilakukan dengan mengurut bagian perut ikan secara memutar. Hasil penelitian menunjukkan bahwa lama waktu penyimpanan selama 28 hari pada P3 memberikan hasil terbaik terhadap motilitas (skor 3), nilai viabilitas sebesar 48,93%, lebih tingi dari Kontrol, P1 dan P2. Selain itu, pada perlakuan tersebut tidak ditemukan adanya abnormalitas yang terjadi pada sperma ikan belida.

Kata kunci: Dimetil sulfoksida, Kriopreservasi, Sperma ikan belida.

ABSTRACT

Cryoprotectant plays a role in saving biological material during cryopreservation. Dimethyl sulfoxide (DMSO) as a cryoprotectant has the ability to quickly penetrate into the cell at equilibration and leave the cell at thawing procedure. This study aims to determine the best dose of DSMO in honey extender to the characteristics of the featherback Fish spermatozoa cells in the cryopreservation process. This research was conducted at the Laboratory of Balai Pembibitan dan Hijauan Pakan Ternak (BPHPT) Sembawa from March to November 2020. The test fish were obtained from catches from nature, then reared for 4 months to get the maximum level of gonad maturity. Sperm cell retrieval is carried out by stripping, the stripping process is carried out by massaging the belly of the fish in a circular manner. The results showed that at storage time of 28 days, P3 gave the best results on motility (score 3), and the viability value was 48,93%, higher than Control, P1 and P2. In addition, the treatment did not show any abnormalities that occurred in the featherback fish sperm.
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PENDAHULUAN

Perkembangan teknologi yang dilakukan pada kegiatan budidaya ikan baik ikan air tawar maupun ikan air laut yang terdapat di Indonesia pada saat ini terus mengalami kemajuan. Namun dibalik kemajuan teknologi tersebut, beberapa spesies ikan yang sudah dibudidayakan dengan tingkat keberhasilan dari kegiatan tersebut masih belum maksimal, serta keberadaannya di alam semakin sedikit dan terancam punah, salah satu spesies ikan air tawar yang keberadaannya semakin sedikit yaitu ikan belida (Kottelat et al., 1993). Ikan belida dengan nama latin Chitala lopis banyak ditemukan di beberapa kepulauan yang ada di Indonesia seperti, Pulau Jawa, Sumatera, dan Kalimantan (Kottelat et al., 1993). 
Upaya yang perlu dilakukan dalam mengatasi kepunahan yakni dengan cara domestikasi ikan belida dalam lingkungan yang terkontrol. Kriopreservasi merupakan salah satu upaya yang dapat dilakukan dalam proses penyimpanan atau penyelamatan bahan biologis dengan menggunakan suhu yang sangat rendah, yang nantinya mampu mempertahankan sesempurna mungkin sifat - sifat biologis yang terdapat pada sel spermatozoa terutama viabilitas dari spermatozoa setelah dikembalikan ke suhu normal (Supriatna dan Pasaribu, 1992). Menurut Shaw et al. (2000), proses kriopreservasi atau proses penyimpanan pada suhu rendah telah banyak dilakukan pada sel gamet, yaitu pada sel telur dan sel spermatozoa. Keberhasilan pada proses kriopreservasi juga dipengaruhi oleh beberapa faktor diantaranya bahan pengencer dan bahan krioprotektan (Zaenab, 2007). 
Larutan ekstender merupakan larutan pengencer dari sel spematozoa pada proses kriopreservasi yang mengandung ion-ion garam yang mampu menyerupai kondisi tekanan osmotik sehingga mampu mencegah proses terjadinya aktivitas pada spermatozoa (Billard et al., 1995). Pada proses kriopreservasi larutan krioprotektan merupakan zat kimia non elektrolit yang memiliki fungsi untuk mereduksi pengaruh dari letal pada proses pemaparan kriopreservasi sel, baik yang berupa efek larutan maupun pembentukan kristal es intraseluler (Ernawati, 1999). Larutan yang banyak digunakan sebagai krioprotektan adalah dimetiL sulfoksida (DMSO) (He dan Woods, 2004). Rurangwa et al. (2001), menyatakan bahwa dimetil sulfoksida (DMSO) merupakan krioprotektan yang mempunyai kemampuan cepat untuk masuk ke dalam sel pada saat pembekuan dan meninggalkan sel pada saat pencairan kembali sehingga banyak digunakan pada proses kriopreservasi.
 Penggunaan DMSO sebagai krioprotektan telah dilakukan pada penelitian Sunarma et al. (2010), diantaranya ikan nilem dengan dosis terbaik penggunaan 0,5 % madu ditambahkan DMSO dengan konsentrasi terbaik 15 % menunjukan motilitas dan tingkat penetasan telur yang dibuahi sperma masing-masing sebesar 63,33% dan 87,97%. Pada penelitian Sutarjo (2014), yang menggunakan krioprotektan DMSO dengan sukrosa pada ikan mas menghasilkan tingkat fertilisasi telur ikan mas sebesar 71,60% dan daya tetas sebesar 69,89%. Sedangkan menurut Mangkunegara et al. (2019), dengan pemanfaatan madu pada kriopreservasi sperma ikan gabus dengan dosis madu 400 mg/ml dengan menghasilkan nilai motilitas sebesar 40-70% dan viabilitas 64,15%. Oleh karena itu, dilakukan penelitian kriopreservasi sperma pada ikan belida menggunakan madu dengan berbagai dosis DMSO yang berbeda.

METODE PENELITIAN

Tempat dan Waktu Penelitian
Kegiatan penelitian dilakukan di Laboratorium Balai Pembibitan dan Hijauan Pakan Ternak (BPHPT) Sembawa pada bulan Maret sampai dengan November 2020.

Bahan dan Alat Penelitian
Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah ikan belida, kuning telur, alkohol 70%, madu, dimetilsulfoksida, NaCl, akuades, penicillin, streptomycin, eosin, nitrogen cair. Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah, tabung corning 15 mL, spuit suntik 1 mL, straw 0,25 mL, container, mikroskop, kertas saring, tabung berskala, UV ray stabiliz\]er, refrigerator, cool top, water bath, magnetic stirrer, selang kanulasi, tissue.

Persiapan Ikan Uji
Ikan uji yang digunakan adalah ikan belida (Chitala lopis) yang sudah matang gonad dengan akumulasi induk yang digunakan sebanyak 5 ekor ikan jantan. Ikan yang digunakan sebelumnya telah dilakukan pemeliharaan di Laboratorium Kolam Percobaan dengan wadah budidaya berupa kolam beton yang berukuran 4x2 meter selama 4 bulan, dengan pemberian makan sebanyak 4 kali sehari menggunakan pakan hidup berupa benih ikan lele. Pengamatan kematangan gonad jantan dilakukan dengan cara mengurut perut ikan ke arah organ urogenital (stripping). Induk jantan matang gonad dengan tingkat kematangan IV akan mengeluarkan sperma berupa cairan putih keruh setelah di stripping, kemudian sperma yang keluar diamati untuk melihat pergerakan massa. Ciri lain yang bisa dilihat dari induk ikan belida yakni warna organ urogenital mulai memerah dan ukurannya sedikit membengkak yang dapat diindikasikan bahwa ikan tersebut telah matang gonad.

Pengambilan Sperma Ikan
Pengambilan sel sperma dilakukan secara stripping, proses stripping dilakukan dengan mengurut bagian perut ikan secara memutar, saat semen keluar dari alat urogenital kemudian semen ditampung dengan menggunakan tube berukuran 1,5 mL dengan cara mendekatkan tube pada lubang urogenital, Semen yang didapat memiliki tingkat kematangan gonad IV dan kemudian dilakukan pemeriksaan kualitas sperma.

Pemeriksaan Kualitas Sperma
Pemeriksaan kualitas sperma dilakukan untuk mengetahui karakteristik awal dari sperma tersebut. Pengamatan warna semen dilakukan secara visual, sedangkan untuk pengamatan pH semen diukur dengan menggunakan pH indikator. Pengukuran volume semen dengan membaca langsung pada tabung berskala sehingga semen yang didapat mencukupi untuk digunakan pada perlakuan. Proses pengamatan warna, pH dan volume dilakukan sebelum kriopreservasi. Pemeriksaan motilitas dan viabilitas sperma dilakukan sebelum proses kriopreservasi dan setelah proses kriopreservasi.  

Pembuatan Kriomedia
Proses pembuatan kriomedia mengacu pada Sumarna et al, (2010), dimana madu 0,5% sebanyak 0,25 mL yang dilarutkan dalam larutan ringer laktat 99,5% sebanyak  49,75 mL sehingga volume larutan ekstender yang dibuat sebanyak 50 mL, kemudian tambahkan dimetil sulfoksida (DMSO) sesuai perlakuan yakni 10%, 15% dan 20%, selanjutnya ditambahkan kuning telur sebanyak 10 % dari total larutan kriomedia, kemudian kriomedia dihomogenkan dengan magnetic stir bar diatas hot plate dengan suhu 30 oC selama 10 menit, dan larutan disimpan dalam refrigerator (5 oC) selama 3 hari. Setelah 3 hari diambil supernatannya untuk digunakan sebagai larutan ekstender kemudian ditambahkan 0,02 g.mL-1 Streptomycin dan Penicillin untuk mencegah dari kontaminasi patogen selama proses kriopreservasi.

Proses Kriopreservasi
Sampel sperma yang menunjukan motilitas di atas 70% digunakan pada perlakuan. Pengenceran sperma dilakukan dengan perbandingan 1:9 yakni dengan 0,25 mL sperma ditambahkan ke dalam 2,25 mL larutan kriomedia. Sperma dimasukan ke dalam mini straw dengan volume 0,25 mL. Mini straw yang akan digunakan terlebih dahulu di sterilisasi dengan menggunakan UV ray stabilizer selama 15 menit. Pengisian larutan sperma ke dalam straw dilakukan dengan menggunakan mesin filling. Kemudian ujung straw ditutup dengan menggunakan sealer khusus. Proses filling dan sealing dilakukan di dalam cool top pada suhu 5 oC. 
Tahapan berikutnya adalah equilibration yaitu pembekuan tahap pertama dengan meletakkan straw diatas nitrogen cair dengan suhu -140 oC selama 10 menit. Selanjutnya adalah proses penyimpanan larutan sperma ke dalam kontainer yang dilakukan dengan suhu -196 oC. Proses thawing pada penelitian ini menggunakan suhu 35oC selama 30 detik dengan menggunakan water bath. Proses pencairan dilakukan pada hari ke 0 (5 jam pertama penyimpanan), hari ke 7, hari ke 14 dan hari ke 28
Data viabilitas dianalisis secara statistik dengan Analisis Sidik Ragam (ANSIRA). Apabila terdapat perbedaan nyata dilanjutkan dengan uji lanjut BNT dengan tingkat kepercayaan 95%. Sedangkan data motilitas dan kualitas sperma segar dianalisis secara deskriptif dan ditunjang dengan referensi.

Karakteristik Sperma
Pengamatan karakteristik sperma dilakukan secara makroskopis dan mikroskopis yang meliputi warna, ph, persentase motilitas, spermatozoa hidup dan pengamatan morfologi dari sperma. Pengamatan tersebut dilakukan sebelum proses kriopreservasi. Setelah proses kriopreservasi dilakukan pengamatan motilitas dan viabilitas dari sperma pada 5 jam setelah proses kriopreservasi, hari ke 7, hari ke 14 dan hari ke 28 setelah proses kriopreservasi.

Motilitas Sperma
Motilitas spermatozoa ikan belida ditentukan dari pergerakan sperma dari suatu lapang pandang. Pergerakan sperma yang baik ialah mempunyai kecendrungan bergerak maju disebut juga gerak progresif (Guest et al., 1976). Pengamatan tersebut dilakukan sebelum kriopreservasi dan 5 jam setelah proses kriopreservasi, hari ke 7 dan hari ke 14 setelah proses kriopreservasi. Penilaian motilitasnya berdasarkan Guest et al. (1976) ditunjukkan dalam Tabel 1

Tabel 1. Kriteria motilitas spermatozoa (Guest et al., 1976)
	Karakteristik
	Skala

	> 70% memiliki rerata 85% (= spermatozoa bergerak cepat dengan arah maju (progressivelyf) dengan pergerakan ekor bervariasi)
	5

	40-70% memiliki rerata 55% (= kebanyakan spermatozoa bergerak arah maju dan beberapa menunjukkan gerak cepat)
	3-4

	10-40% (= spermatozoa yang bergerak maju sedikit atau sangat sedikit spermatozoa menunjukan gerak arah maju)
	1-2

	5-10% (=spermatozoa diam sedikit gerakan (bergetar) dan sedikit gerak arah maju)
	0,5 – 0,75

	1-5% memiliki rerata 3% (=spermatozoa immotil/diam, kadang- kadang terlihat sedikit gerak dan bergetar)
	0,25




Viabilitas Sperma 
Viabilitas adalah persentase spermatozoa hidup yang didasarkan atas perbedaan daya permeabilitas atau daya serap sel terhadap cairan pada spermatozoa yang diberi cairan eosin dikaca preparat ulas untuk membedakan spermatozoa yang hidup dan yang mati (Sukendi et al., 2011). Pengamatan tersebut dilakukan sebelum kriopreservasi dan hari ke 0, hari ke 7 hari ke 14 dan hari ke 28 setelah kriopreservasi, dihitung dengan rumus:
   Viabilitas = Ʃ sperma hidupx 100 %

	            Ʃ total sperma

HASIL DAN PEMBAHASAN

Karakteristik Sperma Segar Ikan Belida (Chitala lopis) Sebelum Kriopreservasi
Sel sperma ikan belida yang digunakan pada proses kriopreservasi harus memiliki karakteristik yang baik, dimana harus memenuhi beberapa kriteria agar dapat di lakukan pengawetan. Hasil pemeriksaan makrokopis dan mikrokopis sperma segar ikan belida sebelum kriopreservasi dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Karakteristik sperma segar ikan belida sebelum kriopreservasi.
	Parameter
	Nilai

	Makroskopis
	

	Volume (ml)
	3,2

	pH
	6,8

	Warna
	Putih Susu

	Mikroskopis
	

	Konsentrasi (sel.mL-1)
	1,04 x 109

	Motilitas (skor)
	5

	Viabilitas (%)
Morfologi
	88 %
Normal



Berdasarkan pengamatan makroskopis dan mikroskopis (Tabel 2), sperma segar ikan belida memiliki warna putih susu dengan pH sperma 6,8 dan tingkat kekentalan yang sedang, Hal ini menunjukkan bahwa warna dan konsistensi semen tersebut memiliki kualitas yang baik. Menurut Pangestuningtyas (1993) sperma yang berkualitas baik terlihat seperti susu kental, dan berwarna putih susu. Konsentrasi selsperma segar yang diperoleh adalah 1,04x109 sel.mL-1 lebih sedikit dibandingkan dengan konsentrasi sel pada penelitian Kristanto (2008) yakni sebesar 1,13x109 sel.mL-1. 
Nilai viabilitas sperma segar sebelum kriopreservasi pada penelitian ini yaitu 88%. Menurut Rustidja (2000), nilai viabilitas sperma diatas 70% dapat digunakan untuk kriopreservasi. Selain itu, pengamatan motilitas sebelum proses kriopreservasi menggunakan mikroskop menunjukan nilai motilitas dengan skor 5. 
Pengamatan morfologi sebelum proses kriopreservasi dilakukan untuk mengetahui bahwa sperma yang digunakan dalam proses kriopreservasi memiliki morfologi yang baik. Sel sperma dengan pergerakan cepat serta memiliki bentuk morfologi lengkap merupakan kriteria sel sperma yang baik. Hasil ini menunjukkan bahwa sel seperma yang akan digunakan memenuhi syarat untuk dilakukan kriopreservasi [15].

Morfologi Sperma 
Hasil pengamatan mikroskopis morfologi sperma ikan belida dapat dilihat pada Gambar 1. 
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Gambar 1. Morfologi sperma ikan belida dengan pembesaran 100 X; (1) kepala ;(2) bagian tengah ;(3) ekor

Morfologi sperma (Gambar 1) menunjukkan tidak adanya perbedaan kelengkapan komponen jika dibandingkan dengan sperma segar ikan belida sebelum dilakukan proses kriopreservasi. Pengamatan morfologi setelah proses kriopreservasi menunjukan bahwa penggunaan DMSO dengan doosis berbeda pada proses kriopreservasi tidak memberikan dampak terhadap abnormalitas yang terjadi pada morfologi dari sperma ikan belida. Menurut Faranita (2009), spermatozoa normal terdiri atas kepala, bagian tengah, dan ekor. Hal ini dikarenakan prinsip kerja DMSO mencegah terjadi nya pembentukan kristal-kristal es dalam medium pengencer pada waktu pembekuan (Gerzilov, 2010). Menurut Rurangwa et al. (2001), DMSO sebagai krioprotektan memiliki kemampuan yang cepat untuk penetrasi ke dalam sel pada saat equilibrasi dan meninggalkan sel pada saat thawing sehingga banyak digunakan pada proses kriopreservasi. 
Abnormalitas spermatozoa dipengaruhi oleh berbagai faktor, seperti stress, genetik dan gangguan pada tubuli seminiferi (Barth dan Oko, 1989). Sutkevidiene dan Zilinskas (2004) menambahkan bahwa, faktor-faktor yang berpengaruh terhadap terjadinya abnormalitas spermatozoa adalah umur, status kesehatan serta faktor genetik. Hasil pemeriksaan mikrokopis terhadap morfologi dari sperma ikan belida setelah kriopreservasi dapat dilihat pada Tabel 2.




Tabel 2. Morfologi spermatozoa ikan belida setelah proses kriopreservasi
	Perlakuan
	Hari ke

	
	0
	7
	14
	28

	Kontrol
	-
	Normal
	Normal
	Normal
	Normal

	P1
	10% DMSO
	Normal
	Normal
	Normal
	Normal

	P2
	15% DMSO
	Normal
	Normal
	Normal
	Normal

	P3
	20% DMSO
	Normal
	Normal
	Normal
	Normal




Motilitas Sperma Ikan Belida
Persentase mortilitas spermatozoa pasca penyimpanan pada setiap perlakuan mengalami penurunan seiring dengan lama waktu penyimpanan. Penggunaan dosis DMSO sebanyak 20% dengan lama waktu penyimpanan selama 28 hari menunjukan hasil yang lebih tinggi jika dibandingkan dengan penggunaan dosis yang lebih rendah pada perlakuan lainnya (Tabel 3).




Tabel 3. Rata-rata motilitas sperma ikan belida pasca kriopreservasi
	Perlakuan
	Hari ke

	
	0
	7
	14
	28

	Kontrol
	-
	5
	3
	2
	0

	P1
	10% DMSO
	5
	4
	3
	2

	P2
	15% DMSO
	5
	4
	3
	2

	P3
	20% DMSO
	5
	5
	4
	3


 

Secara umum lama waktu penyimpanan menunjukan penurunan nilai motilitas dari setiap perlakuan akibat penggunaan dosis DMSO yang berbeda, namun, pemberian dosis DMSO yang tinggi yakni 20% memiliki kecenderungan untuk mempertahankan motilitas jika dibandingkan dengan penggunaan dosis yang lebih rendah yakni 10% dan 15%. Penurunan motilitas yang terjadi pada konsentrasi DMSO di setiap perlakuan selama penyimpanan, disebabkan oleh berkurangnya metabolisme sel spermatozoa yang terjadi akibat efek kejutan dingin (cold shock). Kejutan dingin dapat menyebabkan penurunan motilitas dan memicu terjadinya kerusakan langsung yang berpengaruh pada struktur dan fungsi seluler, salah satunya yaitu penurunan proses metabolisme spermatozoa (Gazali dan Tambing, 2002).

Viabilitas Sperma Ikan Belida 
Pengamatan viabilitas menunjukan seluruh penggunaan dosis dimetil sulfoksida yang digunakan untuk kriopreservasi mampu mempertahankan sperma selama 28 hari penyimpanan. Hasil viabilitas sperma pada hari ke- 0 (5 jam setelah proses kriopreservasi) mengalami penurunan dari setiap perlakuan, hal ini diduga lamanya waktu sperma ketika di luar tubuh sebelum diberikan perlakuan mempengaruhi kelangsungan hidup dari sperma itu sendiri. Penyajian informasi data viabilitas dapat dilihat pada Gambar 2.
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Keterangan : Angka-angka pada grafik batang yang diikuti huruf superscript yang berbeda menunjukkan pengaruh berbeda nyata pada uji BNT 95%.

Gambar 2. Viabilitas sperma ikan belida dengan krioprotektan berbeda pasca kriopreservasi

Penggunaan dosis DMSO yang berbeda memberikan pengaruh terhadap nilai persentase dari viabilitas sperma yang berdampak terhadap keberlangsungan proses metabolisme sperma selama penyimpanan. Nilai viabilitas pada P3 dengan lama penyimpanan 28 hari (48,93%) memberikan hasil yang baik dalam menjaga sperma dibandingkan P2 (31,59%) dan P1 (25,13%). Kondisi ini terjadi diduga kuat disebabkan oleh penggunaan dosis DMSO dengan konsentrasi tersebut mampu untuk menggantikan air dan mengeluarkan elektrolit-elektrolit yang terdapat didalam sel secara maksimal. 
Penggunaan dosis DMSO pada perlakuan P3 menunjukan hasil terbaik jika dibandingkan dengan P2, P1 dan kontrol, hal ini diduga DMSO dengan dosis 20% memungkinkan untuk masuk ke dalam sel pada titik konsentrasi yang dapat digunakan dan mampu melindungi sel secara optimal selama pembekuan. Proteksi krioprotektan terhadap membran sel merupakan indikasi dari interaksi yang berjalan baik antara krioprotektan dan membran sel. Interaksi ini dapat mengurangi kerusakan membran sel pada saat terjadi perubahan keadaan dari relatif cair ke struktur relatif padat dan juga pada saat kembali ke struktur yang relatif cair selama proses pencairan atau thawing (Kostaman dan setioko, 2011)
DMSO sebagai krioprotektan memiliki kemampuan yang cepat untuk penetrasi ke dalam sel pada saat equilibrasi dan meninggalkan sel pada saat thawing sehingga banyak digunakan pada proses kriopreservasi (Rurangwa et al, 2001). Prinsip kerja DMSO dalam pembekuan semen yaitu molekul-molekul DMSO yang kecil masuk ke dalam sel sperma untuk mengganti air dalam sel sperma (Notman et al, 2007)
Pembekuan menyebabkan terbentuk-nya kristal- kristal es intraseluler. Kristal es tersebut mendesak membran sel ke segala arah, sehingga selaput membrannya pecah dan substansi kimia sel sperma keluar. Rusaknya membran plasma sperma mengakibatkan terganggunya proses fisiologis dan metabolisme sehingga sperma mengalami kematian (Zhu dan Liu 2000). Hal yang sama juga dikemukakan oleh Valerdi et al., (2009), bahwa proses kerja DMSO dalam pengencer semen yaitu menggantikan air di dalam sel sehingga pada saat pembekuan tidak terbentuk kristal es yang berbahaya.

KESIMPULAN

Penggunaan dosis DMSO sebanyak 20% dengan penyimpanan selama 28 hari menunjukan kualitas sperma yang lebih baik dengan nilai motilitas 3 dan viabilitas sebesar 48,93% serta tidak terjadi kerusakan ataupun kelainan pada morfologi sperma 
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