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ABSTRAK

Hubungan antara tingkat kerusakan DNA sperma dengan keguguran pada sapi belum banyak dilaporkan. Tujuan
penelitian ini untuk mengetahui hubungan antara kerusakan DNA sperma dengan tingkat keguguran pada sapi Brahman dan
sapi Bali, tingkat keguguran pada sapi Brahman dan sapi Bali belum banyak dilaporkan. Tingkat kerusakan DNA sperma
diukur dengan Sperm-Bos-Halomax® dari dua straw sampel semen beku sapi Brahman (40002,40885) dan tingkat
kebuntingan diukur dari tingkat keberhasilan inseminasi buatan pada 14 ekor sapi Brahman dan 14 ekor sapi Bali yang masing-
masing dibagi menjadi dua kelompok. Satu kelompok sebanyak tujuh ekor diinseminasi buatan dengan semen pejantan 40002
dengan tingkat kerusakan DNA sperma 37,11 % dan satu kelompok lagi diinseminasi buatan dengan semen pejantan 40885
dengan tingkat kerusakan DNA sperma 10,66%. Data yang diperoleh dianalisis secara deskriptif dengan membandingkan
kerusakan DNA sperma dengan tingkat keguguran. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pada tingkat kerusakan DNA
sperma 37,11% ditemukan tingkat keguguran14,31 % pada sapi Brahman dan 28,60 % pada sapi Bali, dengan pemeriksaan
ultrasonografi (USG) pada hari ke-30 dan hari ke-45. Hasil penelitian pada tingkat kerusakan DNA sperma 10,66% tidak
ditemukan keguguran pada pemeriksaan USG pada hari ke-30 dan USG pada hari ke-45. Berdasarkan hasil penelitian yang
dilakukan dapat disimpulkan bahwa kerusakan DNA sperma 37,11 % memengaruhi keguguran pada sapi Brahman dan sapi
Bali. Kerusakan DNA sperma 10,66 % tidak berpengaruh terhadap keguguran pada sapi Brahman dan sapi Bali.

Kata kunci: Kerusakan DNA sperma; tingkat keguguran; sapi Brahman , Sapi Bali
ABSTRACT

The relationship between the level of damage to sperm DNA with miscarriage in cattle has not been widely reported.
The purpose of this study was to determine the relationship between sperm DNA damage with the rate of miscarriage in
Brahman cows and Bali cows, the rate of miscarriages in Brahman cows and Bali cows has not been widely reported. The
level of sperm DNA damage was measured by Sperm-Bos-Halomax® from two straw frozen semen samples of Brahman
cattle (40002.40885) and pregnancy rate was measured from the success rate of artificial insemination in 14 Brahman cows
and 14 Bali cows, each divided into two groups. One group consisted of seven artificial inseminated with 40002 male semen
with 37.11% sperm DNA damagge level and another group artificial inseminated with 40885 male semen with 10.66% sperm
DNA damagge level. The data obtained were analyzed descriptively by comparing damage to sperm DNA with miscarriage
rates. The results showed that the level of damage to sperm DNA 37.11% found a miscarriage rate14.31% in Brahman cattle
and 28.60% in Bali cattle, by ultrasonography (USG) examination on the 30th day and 45th day. The results of the study on
the level of damage to sperm DNA 10.66% found no miscarriage on USG examination on the 30th day and USG on the 45th
day. Based on the results of research conducted it can be concluded that the damage of 37.11% sperm DNA affects
miscarriages in Brahman cows and Bali cows. 10.6% sperm DNA damage does not affect miscarriage in Brahman cows and
Bali cows.

Keywords: Sperm DNA damage; miscarriage rate; Brahman cattle, Bali Cows.
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PENDAHULUAN

Keberhasilan ~ program  Inseminasi
Buatan (IB) ditentukan oleh beberapa faktor
diantaranya adalah faktor sumber daya
manusia (SDM), faktor betina dan faktor
pejantan. Faktor pejantan ini menjadi tanggung
jawab dari Balai Inseminasi Buatan (BIB) dan
Balai Inseminasi Buatan Daerah (BIBD) dan
untuk mewujudkan hal ini perlu dilakukan
pengujian kualitas semen beku, berdasarkan
Badan Standarisasi Nasional (BSN) hanya
diuji motilitas dan scoring individu (SNI.,
2008). Balai Inseminasi Buatan yang ada
sekarang hanya melakukan persyaratan
kualitas semen yang akan dijadikan straw
dengan  pemeriksaan  makrokospis  dan
mikrokospis.

Faktor kerusakan Deoxyribonucleic
Acid (DNA) sperma sebagai salah satu
penyebab keguguran belum menjadi bahan
pertimbangan didalam penentuan kualitas
straw di Indonesia. Menurut penelitian
Evenson (2016) kerusakan DNA sperma yang
tinggi akan menyebabkan rendahnya angka
kebuntingan dan menyebabkan keguguran.
Fertilisasi dengan sperma yang mengalami
kerusakan DNA akan menyebabkan kematian
embrio dan kemungkinan kanker pada
keturunananya, sehingga deteksi kerusakan
DNA pada spermatozoa menjadi penting
(Agarwal dan said 2003).

Kerusakan  Deoxyribonucleic  Acid
(DNA) sperma sangat berpengaruh terhadap
fertilisasi, perkembangan preimplantasi dan
perkembangan embrio (Lewis dan
Aitken.,2005). Tingkat kerusakan DNA
sperma  sangat  berpengaruh  terhadap
perkembangan embrio (Vassilev et al., 2005)
dan kerusakan DNA sperma berkorelasi positif
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dengan tingkat keguguran (Serafini et
al.,2016).

Nilai Sperm DNA Fragmentasi (SDF) sekitar
7 % sampai 10 % dapat digunakan sebagai indikator
keberhasilan inseminasi buatan yang paling rendah
dengan  menggunakan  Sperm-Bos-Halomax®
(Halotech DNA, Madrid, Spain) (Karoui et al.,
2012). Standar kerusakan DNA sperma untuk
sapi 10-20 % tidak direkomendasikan untuk
fertilisasi, sedangkan untuk manusia lebih dari
30 % (Prinosilova et al., 2012), Sedangkan
menurut Evenson. (2016) standar kerusakan
DNA sperma yang tidak direkomendasikan
untuk fertilisasi pada babi 6 %, sapi 10-20 %,
kuda 28 % dan manusia 25-30 %.

Kerusakan DNA sperma pada manusia
jika melebihi 30-40 % akan menyebabkan
infertilitas dan tidak disarankan untuk
dijadikan semen beku (Evenson et al., 1999;
Spano et al.,2000). Penelitian Meseguer et al.,
(2011) kerusakan DNA sperma menyebabkan
keguguran sebesar 6,9 % dan Serafine et al.,
(2016) kerusakan DNA sperma menyebabkan
kegugurann 2 % antara hari ke 30-45 setelah
inseminasi buatan. Mempertimbangkan hal
tersebut maka penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui hubungan tingkat kerusakan DNA
sperma dengan tingkat keguguran pada sapi
Brahman dan sapi Bali sangat penting
dilakukan.

BAHAN DAN METODE
Materi penelitian
Bahan yang digunakan pada penelitian
ini adalah 14 straw semen beku sapi Brahman
yang dikoleksi dari Balai Inseminasi Buatan
Lembang Bandung (40885) dengan tingkat
kerusakan DNA spermatozoa 10.66% dan 14
straw dari Balai Inseminasi Buatan Sembawa
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Sumatera Selatan (40002) dengan tingkat
kerusakan DNA spermatozoa 37.08%. Semen
beku yang digunakan adalah semen beku yang
telah disimpan selama 1 bulan lebih.

Perlakuan pertama tingkat kebuntingan
diukur dari tingkat keberhasilan inseminasi
buatan (I1B) pada 14 ekor sapi Brahman betina
dari BPTU Sembawa yang dibagi menjadi dua
kelompok. Satu kelompok sebanyak 7 ekor di
IB dengan pejantan 40002 dan satu kelompok
lagi di IB dengan pejantan 40885. Perlakuan
kedua tingkat kebuntingan diukur dari tingkat
keberhasilan inseminasi buatan (IB) pada 14
ekor sapi Bali betina dari peternak Sembawa
yang dibagi menjadi dua kelompok. Satu
kelompok sebanyak 7 ekor di IB dengan
pejantan 40002 dan satu kelompok lagi di IB
dengan pejantan 40885.

Straw dengan tingkat kerusakan DNA
spermatozoa (37.08% dan 10.66%) pada sapi
Brahman selanjutnya dilakukan Inseminasi
Buatan (IB) pada 14 ekor sapi Brahman dan 14
ekor sapi Bali dengan masing-masing tingkat
kerusakan DNA spermatozoa yang berbeda.
Pelaksanaan Ultrasonografi (USG) dilakukan
pada hari ke 30 dan hari ke 45 setelah IB
menggunakan USG BW-3000V (PT. Golden
Lab International).

Metode Penelitian

Pengujian Kerusakan DNA
Spermatozoa dengan Sperm—Bos—Halomax®
Urutan  pemeriksaan  kerusakan ~ DNA
spermatozoa sapi menggunakan Sperm-Bos—
Halomax® dilakukan sebagai berikut, langkah
pertama semen diencerkan dengan konsentrasi
akhir 15-20 juta sel /mL dalam Phosphate
Buffered Saline (PBS). Langkah berikutnya
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agarose dilelehkan dalam penangas air/water
bath (90-100°C) selama 5 menit kemudian
agarose diinkubasi pada suhu 37°C selama 5
menit. Semen sebanyak 25 iL diambil dan
dimasukkan ke dalam agarose (mixing).
Suspensi semen sebanyak 25 pL. kemudian
diteteskan gelas objek sebanyak 25 pL,
kemudian tutup dengan gelas penutup.

Preparat tersebut diinkubasi dalam
kulkas selama 5 menit. Gelas penutup preparat
tersebut diangkat secara perlahan kemudian
diteteskan dengan Lysis Solution (LS) hingga
agarose terendam, selanjutnya diinkubasi pada
suhu ruang selama 5 menit. Preparat tersebut
kemudian diinkubasi dalam aquadest selama 5
menit. Preparat tersebut selanjutnya diinkubasi
dalam etanol 70 %, 90 %, 100 % (masing-
masing dalam waktu 4 menit). Selanjutnya
preparat dikeringanginkan. Kemudian preparat
kembali diinkubasi dalam aquadest selama 5
menit, kemudian dikeringanginkan. Lalu
dilakukan  pewarnaan/staining  terhadap
preparat.

Mula-mula preparat dicelupkan dalam
kotak (staining) berisi pewarna Eosin selama 5
menit, kemudian cuci menggunakan aquadest
dalam kotak selama 2 (dua) menit. Preparat
kemudian dicelupkan dalam kotak berisi
pewarna Methylene Blue selama 5 (lima)
menit kemudian cuci menggunakan aquadest
dalam kotak selama 2 (dua) menit. Lalu amati
preparat di bawah mikroskop cahaya dengan
perbesaran 400 kali dengan menggunakan
green filter. Pemeriksaan dilakukan terhadap
500 spermatozoa untuk setiap sampel (Garcia-
Macias et al., 2007).

Semen beku sapi Brahman dalam straw
dengan tingkat kerusakan DNA spermatozoa
37,11% sebanyak 14 straw (40002) dan Semen
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beku sapi Brahman dalam straw dengan
tingkat kerusakan DNA spermatozoa 10,66%
(40885)  digunakan  untuk  melakukan
inseminasi buatan (IB) pada 14 ekor sapi
Brahman dan 14 ekor sapi Bali yang telah
diseleksi performans reproduksinya dengan
rata-rata  estrus pertama kali setelah
melahirkan. Pemeriksaan kebuntingan
dilakukan menggunakan ultrasografi (USG)
dilakukan dengan alat USG portable Model
WED 3000V (PT. Golden Lab International)
dilakukan pada hari ke-30 dan hari ke-45
setelah IB.

Analisis Data

Data yang diperoleh dianalisis secara
deskriptif dengan membandingkan tingkat
kerusakan DNA sperma dengan tingkat
keguguran pada sapi Brahman dan sapi Bali.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil  penelitian pada Tabel 1
menunjukan kejadian keguguran pada umur
kebuntingan 45 hari setelah inseminasi buatan
sebesar 14.31 % pada sapi Brahman dan 28.60
% pada sapi Bali dengan tingkat kerusakan
DNA spermatozoa 37.08 % pada pejantan
40002. Menurut Gunes et al. (2015) keguguran
disebabkan oleh kerusakan DNA sperma
dimana penggunaan protein paternal maupun
maternal sangat dibutuhkan didalam proses
awal embriogenesis baik untuk replikasi,
transkripsi dan translasi (Memili dan First.,
1999). Terjadinya kekurangan dan penyimpangan
protein selama embriogenesis akan menyebabkan
terganggunya perkembangan dan kelangsungan hidup
embrio tersebut (Feugang et al., 2009). Protein yang
sangat berperan didalam perkembangan
embrio adalah heath shock protein (HSP) 90

L.Priyanto et al

kDa. Menurut (Alvarez-Gallardo et al., 2013)
HSP 90 kDa tidak hanya terdapat pada sperma,
tetapi juga terdapat pada embrio tahap awal.
HSP 90 kDa dapat meningkatkan atau
menurunkan ekspresi dari reseptor
progesteron, aspek ini dapat mempengaruhi
kadar  progesteron  sehingga  mampu
mempengaruhi didalam proses kebuntingan.
Semakin tinggi HSP 90 kDa maka akan
semakin tinggi progesteron dihasilkan diawal-
awal kebuntingan. Menurut Matsuura dan
Maeda (2006) protein dengan berat molekul
berkisar 100 kDa pada spermatozoa babi
mengandung materi yang efektif dalam
mengaktivasi ~ oosit dan  pembelahan
perkembangan embrio berikutnya. Sehingga
dengan hilangnya kandungan protein kisaran
100 kDa akan menyebabkan terganggunya
aktivasi oosit dan perkembangan embrio untuk
tahap berikutnya. Menurut (Priyanto et al.,
2019) sangatlah penting kandungan protein
didalam fertilisasi, aktivasi oosit dan
perkembang embrio berikutnya.

Tabel 1 menjadi bukti bahwa kerusakan
DNA sperma 37.08 % pada pejantan 40002
menyebabkan keguguran. Proses keguguran
tersebut  dilapangan pada sapi akan
menunjukan kasus prolong estrus cycle, karena
kerusakan DNA sperma sangat berpengaruh
terhadap fertilisasi, perkembangan
preimplantasi dan perkembangan embrio
berikutnya (Lewis dan Aitken., 2005). Hasil
penelitian ini menunjukkan bahwa pada
tingkat kerusakan DNA sperma 37.08%
dengan pemeriksaan USG di hari ke 30
(Gambar 1A) ditemukan tingkat kebuntingan
57.11 % pada sapi Brahman dan 71.40 % pada
sapi Bali dan dengan pemeriksaan USG dihari
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Tabel 1. Hubungan Kerusakan DNA Spermatozoa dengan Tingkat Keguguran

No Pejantan  Resipien Kegjlzf';lfan USG 30 hari Uigri% TingkatKeguguran
1 40002 Brahman 37.08 % 57.11 % 42.80 % 14.31 %

2 40002 Bali 37.08 % 71.40 % 42.80 % 28.60 %

3 40885 Brahman 10.66 % 57.11 % 57.11% 0%

4 40885 Bali 10.66 % 85.70 % 85.70 % 0%

Keterangan: Kerusakan DNA spermatozoa 37.08% (pejantan 40002 BIB Sembawa).
Kerusakan DNA spermatozoa 10.66% (pejantan 40885 BIB Lembang).

ke 45 (Gambar 1B) ditemukan tingkat
kebuntingan 42.8% pada sapi Brahman dan
42.80 % pada sapi Bali. Penelitian Nakao et al.
(1983) kejadian prolong estrus cycle di hari
30-60 hari setelah inseminasi buatan
menyebabkan keguguran 17.9%.

Analisis kerusakan DNA sperma dapat
mengungkapkan gangguan fertilitas pada
pejantan selain pemeriksaan motilitas dan
viabilitas. Kerusakan DNA sperma dapat
menyebabkan kematian embrio. Kerusakan
DNA sperma sangat berpengaruh terhadap
fertilisasi, perkembangan preimplantasi dan
perkembangan embrio (Lewis dan Aitken.,
2005). Tingkat kerusakan DNA sperma sangat
berpengaruh terhadap perkembangan embrio
(Vassilev et al., 2005) dan kerusakan DNA
sperma Dberkorelasi positif dengan tingkat
keguguran (Serafini et al., 2016). Semakin
tinggi tingkat kerusakan DNA sperma maka
semakin tinggi tingkat kegugurannya.

Hasil penelitian pada tingkat kerusakan
DNA sperma 10.66% ditemukan tingkat
kebuntingan 57.1% pada sapi Brahman dan
85.70 % pada sapi Bali dengan USG dihari ke
30 dan tingkat kebuntingan 57.11% pada sapi
Brahman dan 85.70 % pada sapi Bali dengan
USG dihari ke 45 (Tabel 1). Kerusakan DNA

sperma 10.66 % tidak menyebabkan
keguguran pada sapi Brahman dan sapi Bali.

Hal ini sesuai dengan penelitian Serafini
et al. (2016) melaporkan kerusakan DNA
sperma pada kerbau sebesar 8+3(6-15%) di
Italia dengan menggunakan Sperm-Bos-
Halomax menyebabkan kebuntingan 57 %
pada umur kebuntingan 30 hari dan
menyebabkan kebuntingan 55 % pada umur 45
hari setelah inseminasi buatan. Jadi pada
penelitian Serafini et al. (2016) kerusakan
DNA sperma 8+3 (6-15%) menyebabkan
keguguran 2 % pada kerbau di Italia,
sedangkan penelitian ini pada tingkat
kerusakan DNA sperma 10.66% tidak
menyebabkan keguguran walaupun tingkat
kebuntingan lebih tinggi mencapai 57.08 %
dan 85.70 % hal ini disebabkan species yang
berbeda, jumlah sampel dan lingkungan yang
berbeda pula. Penelitian Ahmadi et al. (1999)
kerusakan DNA sperma < 8% tidak mempengaruhi
perkembangan embrio selanjutnya, karena oosit
mampu memperbaiki kerusakan DNA tersebut.
Hasil penelitian ini, kebuntingan tidak
mengalami keguguran pada kerusakan DNA
sperma 10.66 % dan mengalami keguguran
pada tingkat kerusakan DNA sperma 37.08 %,
sebesar 14.31 % pada sapi Brahman dan 28.60
% pada sapi Bali (Gambar 1C).
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Gambar 1. Citra USG perkembangan kebuntingan sapi (A) umur 30 hari (B) umur 45 hari (C) keadaan uterus tidak bunting
(BW-3000V Made in Cina). Tanda panah menunjukan adanya kebuntingan pada sapi (A dan B) dan uterus

tidak bunting (C).

Hal ini sesuai dengan penelitian Karoui
et al. (2012) pada sapi ditemukan kerusakan
DNA sperma sekitar 7% sampai 10 % dapat
digunakan sebagai indikator keberhasilan
inseminasi buatan yang paling rendah dengan
menggunakan Sperm-Bos-Halomax (Halotech
DNA, Madrid, Spain) dan pendapat Rybar et
al. (2004) yang menyatakan standar kerusakan
DNA sperma untuk sapi 10 % sampai 20 %
tidak direkomendasikan untuk fertilisasi
sedangkan untuk manusia lebih dari 30 %
(Rybar et.al., 2004), Sedangkan menurut
Evenson (2016) standar kerusakan DNA
sperma yang tidak direkomendasikan untuk
fertilisasi pada babi 6 %, sapi 10-20 %, kuda
28 % dan manusia 25-30 %. Kerusakan DNA
sperma pada manusia jika melebihi 30-40 %
akan  menyebabkan penurunan tingkat
kesuburan dan tidak disarankan untuk
dijadikan semen beku (Evenson et al., 1999;
Spano et al., 2000).

Hasil penelitian pada Tabel 1 tingkat
kerusakan DNA sperma 37.08 % tidak
disarankan untuk pembekuan dan untuk
inseminasi  buatan, karena menyebabkan

keguguran. Hal ini sependapat dengan
penelitian (Evenson et al., 1999; Spano et al.,
2000) kerusakan DNA sperma pada manusia
jika melebihi 30-40 % akan menyebabkan
kegagalan fertilisasi, implantasi, keguguran,
penurunan tingkat kesuburan dan tidak
disarankan untuk inseminasi buatan dan in
vitro fertilisasi.
KESIMPULAN

Dari penelitian yang telah dilakukan
dapat disimpulkan bahwa terdapat perbedaan
tingkat kerusakan DNA sperma dengan tingkat
keguguran pada sapi Brahman dan sapi Bali.
Kerusakan DNA sperma berpengaruh terhadap
tingkat keguguran. Kerusakan DNA sperma
10,66 % tidak menyebabkan keguguran pada
sapi Brahman dan sapi Bali. Kerusakan DNA
spermatozoa 37,11 %  menyebabkan
keguguran pada sapi Brahman 14,31% dan
28.60 % pada sapi Bali pada umur kebuntingan

45 hari. Kerusakan DNA sperma 37,11 % tidak
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disarankan untuk digunakan inseminasi buatan

pada sapi Brahman dan sapi Bali.
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