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J/ tsukunci 4

e INSEMINASI BUATAN sebagai upaya peningkatan populasi dan mutu ternak sapi di Indonesia dalam
rangka pemenuhan kebutuhan protein hewani masyarakat Indonesia angka keberhasilannya masih
belum maksimal.

e FERTILITAS sapi pejantan yang merupakan salah satu faktor kunci keberhasilan inseminasi buatan tidak
lagi dapat ditentukan hanya berdasarkan kualitas (fisiologis dan biologis) semen.

e UJI MOLEKULER pada spermatozoa terbukti lebih akurat dalam ikut serta menentukan fertilitas sapi
pejantan.

/ Ringkasan

Standar kualitas semen yang berperan penting dalam keberhasilan inseminasi buatan (IB) sebagai
upaya peningkatan populasi dan mutu ternak sapi di Indonesia terbukti tidak seutuhnya mampu
menentukan tingkat fertilitas sapi pejantan di Indonesia. Studi terbaru membuktikan bahwa
meskipun sudah memenuhi standar kualitas semen yang sudah ditetapkan, namun tiga dari enam
ekor sapi pejantan di Indonesia masih tergolong fertilitas rendah (<60%). Potamine-1 (PRM1)
merupakan molekul pada inti spermatozoa yang telah terbukti memiliki hubungan erat dengan
fungsi fertilitas dan kualitas spermatozoa pada berbagai sapi pejantan di Indonesia. Hal tersebut
mendasari usulan pengembangan uji berbasis molekuler PRM1 sebagai penentu tingkat fertilitas
yang diharapkan dapat digunakan untuk proses seleksi dan kebijakan pengafkiran sapi pejantan
unggul di Indonesia. Melalui policy brief ini diharapkan usulan pengembangan uji tersebut dapat
lebih tersampaikan dengan segala solusi yang diberikan, termasuk terkait pendekatan uji berbasis
molekuler yang paling tepat digunakan, kajian-kajian lanjutan, dan berbagai harapan dukungan
dari segala pihak demi terwujudnya pengembangan uji PRM1.
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Pendahuluan

Peningkatan populasi sapi di Indonesia,
khususnya sapi potong merupakan salah satu
program yang dicanangkan oleh pemerintah
Indonesia dalam wupaya untuk mengurangi
ketergantungan pada impor daging sapi dan sapi
bakalan. Hal ini diharapkan akan berdampak
pada pemenuhan ketersediaan daging sapi yang
sehat dengan harga yang terjangkau, sehingga
kebutuhan  protein  hewani  masyarakat
Indonesia dapat terpenuhi. Peningkatan
populasi sapi di Indonesia tersebut merupakan
tujuan utama dari program Swasembada Daging
Sapi pada tahun 2026 yang menjadi visi jangka
panjang pemerintah Indonesia sejak tahun 2016.
Program Upaya Khusus Sapi Induk Wajib Bunting
(UPSUS SIWAB) yang telah berubah nama
menjadi Sapi Kerbau Komoditas Andalan Negeri
(SIKOMANDAN) didukung dengan penerapan
program IB diyakini oleh pemerintah mampu
mewujudkan program swasembada daging
tersebut.

Fakta di lapangan menunjukkan bahwa
angka keberhasilan IB masih relatif rendah. Hasil
temuan riset kami yang terbaru (Pardede et al.
2022) melaporkan masih ditemukannya 3 dari 6
ekor sapi pejantan Limousin, Friesian Holstein,
dan Peranakan Ongole di Indonesia memiliki
tingkat fertilitas yang masih relatif rendah
(<60%). Temuan riset kami lainnya pada tahun
2020, juga melaporkan masih adanya conception
rate <30% pada sapi-sapi pejantan Friesian
Holstein di Indonesia (Rosyada et al. 2020).
Padahal, sapi-sapi pejantan dengan fertilitas
yang masih relatif rendah tersebut merupakan
sapi pejantan unggul yang sebelumnya sudah
diseleksi sesuai dengan prosedur yang berlaku,
terutama dengan sudah terpenuhinya kualitas
semen berdasarkan Standar Nasional Indonesia
(SNI)  (motilitas spermatozoa post-thawing
>40%).

Hingga pada saat ini, selain penilaian
fisik dan libido, seleksi sapi pejantan unggul di
Balai-Balai IB di Indonesia difokuskan pada nilai
kualitas semen dengan standar nilai yang sudah
ditetapkan, yakni motilitas spermatozoa post-
thawing pada semen beku harus memenuhi
240%. Hal ini dinilai belum cukup akurat untuk
menginterpretasikan fertilitas pejantan. Alves et
al. (2020) mengungkapkan untuk mencapai
keberhasilan fertilisasi yang maksimal, penilaian

kualitas semen dari struktur dan morfo-
fungsional spermatozoa saja tidaklah cukup.
Data dari klinik fertilitas menunjukkan bahwa
sekitar 30% sampel spermatozoa yang
menunjukkan persentase tinggi dari aspek
struktur dan morfo-fungsional tersebut, masih
tidak dapat membuahi sel telur (oosit) ataupun
memicu perkembangan awal embrio. Penelitian
pada sapi pejantan di Indonesia juga
menunjukkan hal yang sama, yang mana
meskipun kualitas semen telah memenuhi SNI
semen beku, namun tingkat fertilitas di lapangan
masih belum mencapai angka konsepsi yang baik
(Pardede et al. 2022; Rosyada et al. 2020;
Pardede et al. 2020). Kemajuan berbagai
teknologi terbaru dalam analisis konten
molekuler dan sub seluler spermatozoa
menunjukkan bahwa faktor intrinsik dasar
pembentuk spermatozoa berperan penting
dalam perkembangan awal embrio dan sangat
berpotensi sebagai evaluasi penentu fertilitas
(Alves et al. 2020). Selain DNA paternal,
spermatozoa mengandung banyak molekul dan
organel, yang telah dikembangkan dalam
penelitian fundamental. Adapun molekul-
molekul intrinsik dasar pembentuk spermatozoa
tersebut antara lain seperti molekul DNA, RNA,
dan protein spermatozoa, yang secara molekuler
dan seluler berperan penting mengatur berbagai
fungsi normal spermatozoa hingga proses pasca-
fertilisasi (Boerke et al. 2007).

Protamine (PRM) spermatozoa
merupakan protein utama pengikat DNA
paternal dalam nukleus spermatozoa yang

mengemas DNA spermatozoa secara optimal
dan melindungi integritas genetik genom
paternal dari berbagai faktor yang dapat
merusak DNA (Olivia 2006). PRM spermatozoa
bervariasi dari spesies ke spesies, manusia
(Corzett et al. 2002), tikus dan hamster (Bower
et al. 1987), ada dua jenis gen PRM yang
berperan dalam fungsi normal spermatozoa,
yakni gen PRM1 dan PRM2. Sedangkan pada sapi
(Beletti et al. 2005) dan babi (Maier et al. 1990),
gen PRM1 merupakan jenis PRM yang paling
penting dalam fungsi normal spermatozoa,
meskipun PRM2 dan PRM3 juga dilaporkan
terekspresi pada testis sapi (Pardede et al. 2021).
Spermatozoa yang mengalami defisiensi PRM
akan menyebabkan kerusakan DNA yang kan
berakibat pada kegagalan fertilisasi,
terhambatnya perkembangan embrio,
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penurunan kemampuan implantasi, kegagalan
kebuntingan, sehingga akan memperpanjang
calving interval (Seli et al. 2004; Virro et al.
2004).

Berbagai dampak negatif lainnya sebagai
akibat rendahnya kandungan ataupun absennya

keberadaan PRM pada spermatozoa dan
kaitannya dengan fertilitas juga telah banyak
dilaporkan. Pada tingkat DNA, gen PRM

ditemukan memiliki perubahan genotipe yang

lebih tinggi pada manusia dengan kondisi
asthenozoospermia. Pada  tingkat  RNA,
rendahnya ekspresi gen PRM dilaporkan

berkaitan dengan infertilitas, yang diikuti dengan
penurunan kualitas semen, seperti konsentrasi,
penurunan motilitas, peningkatan morfologi
abnormal, dan kerusakan DNA spermatozoa
(Aoki dan Carrell 2003). Penurunan kualitas
semen berupa kerusakan akrosom, DNA,
membran plasma, dan penurunan motilitas
spermatozoa juga dilaporkan sebagai akibat
ekspresi abnormal gen PRM pada tikus
(Schneider et al. 2016). Takeda et al. (2016) juga
melaporkan adanya kerusakan membran
mitokondria yang penting untuk pergerakan
flagella dan motilitas spermatozoa pada tikus
dengan defisiensi PRM. Rendahnya kandungan
PRM1 pada spermatozoa, pada tingkat RNA dan
protein berhubungan dengan rendahnya tingkat
fertilitas di lapangan pada berbagai sapi
pejantan di Indonesia juga telah dilaporkan baru-
baru ini (Pardede et al. 2022). Temuan pada sapi
pejantan, sebelumnya juga telah dilaporkan oleh
Dogan et al. (2015) yang mana ekspresi protein
PRM1 pada spermatozoa mengalami penurunan
pada sapi pejantan dengan tingkat fertilitas yang
rendah. Berbagai hasil penelitian sejauh ini
menunjukkan bahwa molekul PRM spermatozoa
memiliki peranan penting dalam mengatur
fungsi normal spermatozoa dan berpotensi
sebagai penanda molekuler pada status
reproduksi pejantan. Pengembangan uji berbasis
molekuler PRM1 diharapkan akan sangat efektif
dan akurat dalam menentukan fertilitas
pejantan sapi dan akan sangat berguna dalam
proses seleksi ataupun kebijakan pengafkiran
sapi pejantan unggul di Indonesia.

Pembahasan

PRM1 merupakan jenis PRM pada
spermatozoa sapi yang paling berperan penting

dalam mengatur berbagai fungsi normal
spermatozoa (Beletti et al. 2005). Secara umum
PRM merupakan protein utama di dalam inti
spermatozoa vyang terbentuk pada fase
spermiogenesis (Depa-Martynow et al. 2011).
Pada fase spermiogenesis terjadi proses
pergantian protein dalam inti spermatozoa, yang
semula didominasi oleh histon, kemudian
digantikan oleh PRM melalui proses kompleks
seperti metilasi, fosforilasi ataupun ubiquitinasi
(Pardede et al. 2020). PRM akan mengemas DNA
spermatozoa secara optimal sehingga terjadi
peningkatan kondensasi kromatin yang akan
melindungi integritas genetik genom paternal
dari enzim nuklease, mutagen, dan faktor lain
yang dapat merusak DNA (Olivia 2006).

Pengujian berbasis molekuler PRM1
telah dilaporkan berhasil dan terbukti berpotensi
menjadi penanda fertilitas sapi pejantan di
Indonesia. Penelitian terbaru kami yang termuat
dalam Pardede et al. (2022) melaporkan bahwa
PRM1 yang telah diekspresikan dengan cara
transkripsi menjadi mRNA, hingga ditranslasikan
menjadi protein, terbukti memiliki hubungan
yang sangat erat dengan tingkat fertilitas sapi
pejantan di lapangan (Gambar 1). Rendahnya
kandungan PRM1, pada tingkat mRNA dan
protein tersebut ditemukan pada sapi pejantan
Limousin, Fresian Holstein, dan Peranakan
Ongole dengan tingkat fertilitas rendah (<60%).
Hal tersebut juga diikuti dengan penurunan
kualitas semen seperti penurunan motilitas
progresif, viabilitas, integritas membran,
peningkatan kerusakan DNA dan tingginya
defisiensi PRM. Perlu diketahui bahwasanya
sampel semen beku yang digunakan dalam
penelitian tersebut berasal dari sapi pejantan
unggul dengan status produktif dan telah
melewati batas kualitas minimum dari semen
beku sapi di Indonesia, yakni motilitas progresif
240%. Tentu hal ini semakin memperkuat
hipotesis mengenai ketidakmampuan metode
pemeriksaan kualitas semen konvensional dalam
menentukan fertilitas pejantan sapi.

Kajian terkait pengujian berbasis
molekuler PRM1 pada rumpun sapi pejantan
lainnya di Indonesia saat ini juga masih sedang
berjalan, dengan temuan sementara
menunjukkan hasil yang serupa (Gambar 1).
Temuan tersebut juga menunjukkan PRM1
terbukti dapat dijadikan penanda molekuler
penentu fertilitas sapi pejantan pada rumpun
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sapi pejantan Aceh, Madura, dan Bali
(unpublished data). Pada tingkat protein,
kandungan PRM1 pada spermatozoa sapi Aceh
berkaitan erat dengan berbagai parameter
kualitas semen dan tingkat produksi semen beku
juga telah kami laporkan sebelumnya (Pardede
et al. 2021).

Potensi PRM1

sebagai Marka Fertilitas
Berbasis Molekuler

Protamine-1 (PRM1)

Protein utama nukleus spermatozoa

*&
§
A \\
FERTILITAS TINGGI
Conception Rate >70% w Motilitas ,
Spermatozoa >40
(SNI Semen Beku Terpenuhi)

m

Conception Rate 50 - 60%

yang kemudian dikonfirmasi dengan teknik
quantitative real-time PCR. Ganguly et al. (2013)
melalui pendekatan RNA juga melakukan uji
PRM1 pada spermatozoa dan kaitannya dengan
penurunan motilitas spermatozoa sapi silangan
Frieswal (Fresian Holstein X Sahiwal) dengan
menggunakan teknik quantitative real-time PCR.

Protein
mRNA

== DNA

Friesian Holstein, Limousin,
Peranakan Ongole
(Pardede et al. 2022)

Aceh, Madura, Bali
(Unpublished Data)

FERTILITAS RENDAH

Gambar 1. Perkembangan kajian potensi PRM1 sebagai marka molekuler akurat penentu fertilitas

sapi pejantan di Indonesia.

Beberapa hasil penelitian tersebut telah
menunjukkan potensi PRM1 sebagai penanda
fertilitas yang akurat pada berbagai sapi
pejantan di Indonesia. Meskipun masih terdapat
beberapa rumpun sapi pejantan lainnya yang
juga harus di kaji terkait potensi PRM1 sebagai
penanda fertilitas, tetapi temuan sejauh ini
sudah cukup merepresentasikan beberapa
kelompok rumpun sapi, seperti sapi potong lokal
(Peranakan Ongole, Aceh, Bali, dan Madura),
sapi potong eksotik (Limousin), dan sapi perah
(Fresian Holstein).

Uji berbasis molekuler PRM1 pada
spermatozoa sapi pejantan dapat dilakukan
dengan berbagai pendekatan seperti DNA, RNA,
dan protein. Hingga saat ini, pengujian dengan
pendekatan RNA/mRNA dan protein merupakan
pengujian PRM1 yang paling banyak dilakukan
dan digunakan, khususnya pada spermatozoa
sapi pejantan. Feugang et al. (2010) mengkaji
PRM1 pada spermatozoa dan kaitannya dengan
fertilitas pejantan sapi Fresian Holstein melalui
pendekatan RNA dengan metode microarray

Penggunaan teknik quantitative real-
time PCR juga dilakukan oleh Hamilton et al.
(2019) untuk mendeteksi PRM1 pada
spermatozoa epididimis dan jaringan testis sapi
pejantan. Prakash et al. (2020) melaporkan
bahwa penggunaan teknik RNA-Seq yang
divalidasi dengan teknik quantitative real-time
PCR juga dapat dilakukan untuk mendeteksi
mRNA pada spermatozoa sapi pejantan.
Pengujian PRM1 pada tingkat mRNA dengan
teknik quantitative real-time PCR pada sapi
pejantan di Indonesia juga telah dibuktikan dan
berhasil mendeteksi keberadaan PRM1 pada
spermatozoa (Pardede et al. 2022).

Protein, sebagai hasil translasi RNA
merupakan salah satu pendekatan analisis yang
paling banyak dilakukan, khususnya dalam
pengujian PRM1 pada spermatozoa sapi
pejantan. Dogan et al. (2015) mendeteksi
protein PRM1 pada sapi pejantan dengan tingkat
fertilitas yang berbeda dengan menggunakan
teknik western blot. Selain dengan menggunakan
teknik western blot, pengujian PRM1 pada
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spermatozoa sapi pejantan juga dapat dilakukan
dengan teknik enzyme immunoassay (EIA)
menggunakan KIT protein spesifik PRM1 pada
sapi (bovine protamine-1). Secara keseluruhan,
berbagai teknik yang digunakan dalam pengujian
PRM1 pada spermatozoa sapi pejantan memiliki
keunggulan dan kekurangannya masing-masing,
baik ditinjau dari proses pengerjaan mulai dari
sampling hingga proses kuantifikasi hasil
analisisnya, efisiensi waktu, hingga ditinjau dari
biaya yang dihabiskan.

Bovine Protamine-1 (PRM1)

Teknik Koleksi Ovarium

Enzyme Immunoassay (Sel Telur)
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Sapi Pejantan Berbagai
(Inseminasi Buatan)

Rumpun di Indonesia

Rumah Potong
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pada sapi-sapi pejantan yang akan digunakan
sebagai pejantan unggul untuk program IB di
Indonesia yang jumlahnya cukup banyak. Selain
itu tentunya akan dapat diaplikasikan pada sapi-
sapi pejantan produktif digunakan di Balai-Balai
IB untuk dapat dilakukan pengafkiran sapi
pejantan pada individu-individu yang ternyata
terbukti memiliki daya fertilitas rendah.

Apabila ditinjau dari sisi  teknis,
khususnya terkait metode pengujian terbaik
yang bisa dilakukan untuk mendeteksi PRM1

Fertilisasi

/' In Vitro

_____ » Fertility & Implantation Rate
Perkembangan Embrio

e

PEJANTAN PRODUKTIF

v
W‘QQ W?PEIANTANTUA
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(I S NP 2R ] STANDARDISAS|
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api Pejantan
Berbagai Umur

» First Service Conception Rate
Service per Conception

Hasil Inseminasi
Buatan

Gambar 2. Berbagai kajian lanjutan yang diperlukan dalam pengembangan uji berbasis molekuler
PRM1 sebagai penentu tingkat fertilitas sapi pejantan di Indonesia.

Apabila dibandingkan satu dengan yang
lain, pengujian PRM1 dengan pendekatan
protein menggunakan teknik enzyme
immunoassay (EIA) merupakan teknik pengujian
yang paling direkomendasikan. Selain harga yang
dihabiskan lebih murah dibandingkan dengan
teknik pengujian lainnya, proses pengujiannya
juga sudah terstruktur dengan baik dalam
protokol pengerjaan yang termuat dalam KIT
yang sudah divalidasi sesuai dengan spesies yang
digunakan. Pengujian PRM1 dengan KIT EIA
tersebut juga dapat digunakan untuk sampel
dengan jumlah populasi yang banyak,
tergantung jumlah sumuran (well) dari KIT yang
dipakai, 48 (40 untuk sampel, dan 8 untuk
kontrol) atau 96 (80 untuk sampel dan 16 untuk
kontrol) sumuran. Hal ini tentunya akan sangat
sesuai apabila akan melakukan pengujian PRM1

pada spermatozoa sapi pejantan di Indonesia,
metode EIA merupakan pilihan metode terbaik
yang bisa diaplikasikan di masa mendatang
untuk proses seleksi dan kebijakan pengafkiran
sapi pejantan. Tetapi apabila ditinjau dari sisi
kesiapan pengaplikasian secara utuh, metode
EIA tersebut masih memerlukan beberapa kajian
lanjutan. Hal tersebut perlu dilakukan dengan
tujuan untuk memastikan uji berbasis molekuler
PRM1 ini benar-benar “siap” secara utuh dan
dapat digunakan sebagai uji penentu fertilitas
sapi pejantan.

Adapun beberapa kajian lebih lanjut
tersebut seperti yang termuat pada Gambar 2.
Meskipun temuan sebelumnya sudah cukup
mewakili setiap kelompok sapi (potong lokal dan
eksotik, dan perah), namun kajian pembuktian
pada beberapa rumpun lainnya untuk lebih
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memperkuat hipotesis potensi PRM1 akan
sangat membantu. Selanjutnya, kajian lebih
lanjut terkait asosiasi PRM1 dengan kemampuan
daya fertilisasi yang dikaji secara in vitro dan in
vivo juga akan sangat berguna dalam
memperkuat hipotesis PRM1 sebagai marka
penentu fertilitas.

Kajian secara in vitro dapat dilakukan
dengan melakukan beberapa riset fertilisasi
secara in vitro dengan menggunakan
spermatozoa pasca thawing dari masing-masing
sapi pejantan berbagai rumpun yang kemudian
dikondisikan pada medium fertilisasi tertentu
yang sudah dilengkapi dengan oosit matang,
yang kemudian diukur daya fertilisasinya
(fertility rate) hingga perkembangan embrio.
Kajian secara in vivo dapat dilakukan dengan
melakukan IB  menggunakan semen beku
masing-masing sapi pejantan berbagai rumpun
pada suatu breeding sapi dengan kondisi
lingkungan dan manajemen yang baik dan
terkontrol. Hal tersebut untuk meminimalkan
berbagai faktor yang mungkin  dapat
mempengaruhi hasil inseminasi, termasuk faktor
kemampuan inseminator, waktu IB, serta faktor
kesehatan reproduksi sapi betina resipien. Kajian
selanjutnya yang dapat dilakukan adalah
mengukur kandungan PRM1 pada sapi pejantan
dengan berbagai tingkatan umur (muda non
produktif, produktif, dan tua). Hal ini bertujuan
untuk melihat apakah ada perbedaan kandungan
PRM1 pada masing-masing kelompok umur
tersebut, khususnya melihat seberapa besar
perbedaan kandungan PRM1 antara sapi muda
(calon pejantan) yang masih belum termasuk
umur produktif dan juga sapi pejantan produktif.
Sedangkan kajian untuk umur vyang tua
bertujuan untuk memetakan sejauh apa sapi
pejantan yang nantinya akan digunakan dalam
program IB dapat digunakan apabila ditinjau dari
segi umur.

Dari berbagai kajian  tersebut,
diharapkan akan ditemukan seberapa besar
kandungan PRM1 yang terkandung pada sapi-
sapi pejantan untuk dapat dikategorikan sebagai
pejantan sapi unggul dengan fertilitas tinggi.
Setelah semua kajian lanjutan tersebut
dilakukan dan menunjukkan hasil yang positif
dan sesuai dengan yang diharapkan, maka uiji
berbasis molekuler PRM1 dapat diaplikasikan
secara menyeluruh. Dengan demikian, uji
berbasis molekuler PRM1 dapat digunakan dan

diaplikasikan dalam proses seleksi dan kebijakan
pengafkiran sapi pejantan unggul di berbagai
Balai IB di Indonesia.

Kesimpulan dan Rekomendasi
Kebijakan

Berdasarkan pemetaan berbagai
persoalan, ulasan, kajian yang sudah ditemukan
terkait besarnya potensi uji berbasis molekuler
PRM1 pada spermatozoa dalam menentukan
tingkat fertilitas sapi pejantan di Indonesia,

berikut sejumlah rekomendasi yang bisa

ditawarkan:

1. Metode terbaik dan paling
direkomendasikan untuk dikembangkan
lebih lanjut dalam kaitannya untuk
mendeteksi dan mengukur kandungan

PRM1 pada spermatozoa sapi pejantan
sebagai penentu tingkat fertilitas adalah
menggunakan teknik enzyme immunoassay
(EIA).

2. Dukungan penuh pemerintah  dalam
pengembangan uji berbasis molekuler PRM1
sebagai penentu tingkat fertilitas untuk
proses seleksi sapi pejantan unggul di
Indonesia. Perwujudan dari dukungan
tersebut adalah penyediaan ruang lingkup
riset yang cukup termasuk perihal
pendanaan  untuk menampung dan
memfasilitasi setiap riset lanjutan yang
diperlukan seperti yang sudah diulas
sebelumnya hingga tahapan finalisasi uiji
PRM1 sebagai uji penentu fertilitas sapi
pejantan, vyakni  ditemukan standar
kandungan PRM1 pada spermatozoa sapi
pejantan dengan fertilitas tinggi.

3. Berbagai riset kolaborasi antara institusi
pendidikan, lembaga penelitian terkait
(swasta dan pemerintahan) dan berbagai
industri terkait (dalam hal ini Balai IB dan
industri breeding sapi) untuk bersama-sama
saling bersinergi dalam riset lanjutan. Hal ini
dimaksudkan untuk pengembangan uji
berbasis molekuler PRM1 sebagai penentu
tingkat fertilitas sapi pejantan. Hal ini
diharapkan akan semakin mempercepat
proses finalisasi uji ini dan dapat segera
diaplikasikan di lapangan.
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