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KATA PENGANTAR

P erencanaan jenis kelamin anak (sexing spermatozoa) 
dalam peternakan sangat diminati dan merupakan 
teknologi yang penting di dalam penyediaan pangan 

dari hewan di masa mendatang. Dengan adanya penemuan 
teknologi sexing, maka dalam industri peternakan dunia semakin 
membutuhkan penerapan teknologi sexing ini.

Buku ini berisikan tentang teori dasar teknik sexing 
spermatozoa dan hasil-hasil penelitian yang telah dilakukan mulai 
tahun 2003 hingga sekarang . Teknik sexing  hasil penelitian tersebut 
adalah menggunakan metode Sentrifugasi Gradien Densitas, Filtrasi 
Sepadex Coulom dan Sedimentasi Putih Telur. Selain itu juga hasil 
aplikasinya pada Inseminasi Buatan dan In Vitro Fertilisasi . Selain 
hasil penelitian tersebut juga terdapat hasil-hasil penelitian dengan 
metode yang lain yaitu flowcytometry dan potensi perkembangan 
teknik sexing pada unggas.

Buku ini ditulis dengan harapan dapat sebagai pedoman 
bagi peneliti dan mahasiswa yang tertarik di bidang sexing 
spermatozoa. Selain itu juga untuk Balai Inseminasi Buatan yang 
akan memproduksi semen sexing.
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diaplikasikan dalam peningkatan populasi dan produktivitas sapi 
di Indonesia.
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I nseminasi Buatan (IB) merupakan teknologi reproduksi 
ternak yang paling berhasil dan diterima secara luas 
oleh peternak karena biaya relatif murah dan terjangkau 

serta merupakan sarana yang efektif untuk menyebarluaskan bibit 
unggul. Inseminasi Buatan dapat ditingkatkan nilainya dengan 
menghasilkan bibit unggul dengan jenis kelamin sesuai tujuan 
pemeliharaan, misalnya untuk potong dibutuhkan jantan, sedang 
untuk bibit dibutuhkan betina. Teknologi yang dibutuhkan untuk 
pengaturan jenis kelamin anak tersebut dengan sexing spermatozoa.

Hal ini dapat berguna untuk mendapatkan anak dengan  
jenis kelamin yang diharapkan. Jenis kelamin ditentukan oleh 
adanya kromosom X dan Y pada spermatozoa pejantan (Garner 
and Hafez, 2008). Spermatozoa X dan Y mempunyai perbedaan 
dalam ukuran dan bentuk spermatozoa, berat, densitas, motilitas, 
muatan dan kandungan biokimia pada permukaannya (Hafez, 
2008). Perbedaan-perbedaan ini menyebabkan spermatozoa X dan 
Y memungkinkan untuk dipisahkan.

Berbagai metode pemisahan spermatozoa X dan Y telah 
banyak dilakukan. Metode pemisahan tersebut antara lain 
sedimentasi, albumin column, sentrifugasi gradien densitas, 
elektroforesis, H-Y antigen, flow cytometry dan	 filtrasi	 dengan	
Sephadex column (Hafez, 2008). Pemisahan spermatozoa dengan 
Filtrasi Sephadex Column mudah dihasilkan dan diaplikasikan serta 
dapat menghasilkan spermatozoa X sebesar 70–75% (Hafez, 2008). 
Susilawati	 dkk.	 (1996),	 telah	 melakukan	 filtrasi	 spermatozoa	
menggunakan Sephadex G-200 dan sentrifugasi gradien densitas 
percoll. Pada lapisan bawah dapat menghasilkan spermatozoa X 
sebanyak 86%, sedangkan dengan sentrifugasi gradien densitas 
percoll pada bagian atas adalah Y dan bagian bawah spermatozoa X 
sebanyak 89 % (Susilawati dkk ,1999; Susilawati dkk, 2001). Selain 
itu, dengan metode tersebut juga telah berhasil dibekukan dengan 
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motilitas spermatozoa lebih tinggi dari 30% (Susilawati dkk, 2002). 
Akan tetapi konsentrasi yang didapat masih rendah yaitu antara 
6–12 juta spermatozoa per straw, walaupun demikian mempunyai 
daya fertilitas yang tinggi dengan tingginya nilai kebuntingan yang 
dihasilkan yaitu 80% (Susilawati dkk. 2003; Susilawati, 2005).

Berdasarkan pada hasil-hasil penelitian yang dilakukan 
tersebut, maka disusunlah buku sexing spermatozoa yang berisikan 
dasar dari ditemukannya metode sexing, teknik pelaksanaan, hasil-
hasil serta pustaka penunjangnya, sehingga diharapkan penelitian 
sexing spermatozoa ini dapat terus berkembang dan dapat 
diaplikasikan untuk pengembangan ternak di Indonesia.





BAB II 
------------------------------------- 
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A wal abad ke-20, Guyer (1910) menemukan adanya 
kromosom seks yang terdapat pada keseluruhan 
komplemen kromosom. Kemudian pada tahun 

1950an ditetapkan bahwa DNA merupakan komponen penting 
kromosom seks. Morruzi (1979) merupakan orang pertama yang 
menunjukkan bahwa DNA mungkin dapat digunakan sebagai faktor 
pembeda kromosom seks, dan lebih lanjut dapat dijadikan dasar 
untuk memisahkan spermatozoa X dan Y.

Adanya fakta bahwa spermatozoa X pada sebagian besar 
mamalia mengandung DNA lebih banyak daripada spermatozoa 
Y (Morruzi, 1979). Kromosom Y lebih kecil dan mengandung DNA 
lebih sedikit daripada kromosom X yang lebih besar, sedangkan 
autosom (kromosom yang terdapat pada sel-sel tubuh) yang 
dibawa oleh spermatozoa X dan Y memiliki kandungan DNA yang 
sama.

Pejantan pada mammalia menentukan jenis kelamin 
anak yang dilahirkan sebagai hasil pembelahan reduksi selama 
spermatogenesis, spermatozoa hanya mengandung setengah 
jumlah DNA pada sel-sel somatik dari spesies yang sama dan 
terbentuklah dua macam spermatozoa. Spermatozoa yang 
mengandung kromosom X (spermatozoa X) jika terjadi fertilisasi 
akan menghasilkan embrio betina, sedangkan spermatozoa 
spermatozoa Y akan menghasilkan embrio jantan, karena pada 
kromosom Y terdapat Sex Determining Region Y gen (SRY) yang 
menentukan terbentuknya testis pada hewan jantan (Bianchi, 
1991; Graves, 1994 dan Koopman, 1995).

Panjang dan lebar kepala spermatozoa sapi kira-kira 8–10 
µm dan 4–4,50 µm, tebal kepala 0,50–1,50 µm, bagian tengah 
spermatozoa mempunyai panjang 10–15 µm dan diameternya 
sekitar 1 µm, panjang ekor spermatozoa adalah 35–45 µm dengan 



Dasar Sexing Spermatozoa | 7

diameter 0,4–0,8 µm, sedangkan panjang keseluruhan spermatozoa 
mencapai 50–70 µm (Toelihere, 1985). Hasil penelitian Susilawati 
dkk (1999) menjelaskan bahwa pengukuran 2000 kepala 
spermatozoa sapi didapatkan panjang kepala rata-rata 8,75±0,25 
µm dan lebar kepala rata-rata 4,12±0,22 µm. Hasil pengukuran 
besar kepala spermatozoa (panjang x lebar) pada semen segar 
diperoleh rata-rata 32,75± 2,36 µm2. Sedangkan beberapa 
perbedaan spermatozoa X dan Y terdapat pada Tabel 2.1.

Tabel 2.1. Beberapa Perbedaan Spermatozoa X dan Y

Parameter Perbedaan Evaluasi

DNA Spermatozoa Y lebih 
sedikit

Terukur dan accepted

Ukuran Spermatozoa X lebih besar
Spermatozoa Y dapat diukur 
atau harus representatif 
dalam random populasinya

Identifikasi Spermatozoa mengandung 
fluorescent

Species	spesifik

Motilitas Spermatozoa Y lebih cepat
Identifikasi	yang	akurat	bila	
spermatozoa diwarnai pada 
F- Body

Muatan 
Permukaan

Spermatozoa X migrasi ke 
katoda

Tidak ada perbedaan 
muatan antara spermatozoa 
X dan Y

Sumber : Erricsson, R.J. and Glass, R.H. (1982). Fungsional Differences 
Between Sperm bearing the X or Y Chromosome. In Prospects 
for Sexing Mammalian Sperm. R.P. Amann and G.E Seidel, Jr 
(eds) Boulder, Colorado University Associated Press).

----------------------------------------------------------------------------------------------

Spermatozoa X mengandung kromatin lebih banyak di 
kepalanya, sehingga mengakibatkan ukuran kepala spermatozoa X 
lebih besar (Hafez,2008), maka Susilawati dkk. (1998) melakukan 
identifikasi	spermatozoa	X	dan	Y	berdasarkan	pada	ukuran	kepala,	
yaitu panjang kali lebar, apabila lebih besar dari rata-rata, maka 
dianggap spermatozoa X sedangkan apabila lebih kecil adalah 
spermatozoa Y. Berdasarkan cara penentuan tersebut diperoleh 
hasil persentase spermatozoa yang diprediksi sebagai spermatozoa 
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X sebanyak 52,10% dan spermatozoa yang diprediksi sebagai 
spermatozoa Y sebanyak 47,9%.

Spermatozoa Y umumnya lebih kecil kepalanya, lebih 
ringan dan lebih pendek dibandingkan dengan spermatozoa X, 
sehingga spermatozoa Y lebih cepat dan lebih banyak bergerak 
serta kemungkinan materi genetik dan DNA yang dikandung 
spermatozoa Y lebih sedikit dari pada spermatozoa X (Schilling 
dan Thormahlen, 1976; Sumner dan Robinson, 1976; Ericsson 
dan Glass, 1982 dalam Hafez, 2008). Dengan demikian, apabila 
dilakukan sentrifugasi, maka spermatozoa X cenderung lebih cepat 
membentuk endapan dibandingkan dengan spermatozoa Y (Mohri, 
1987). Spermatozoa Y bergerak ke arah katoda (Ericsson and 
Glass,1982 dalam Hafez, 2008). Berdasarkan perbedaan-perbedaan 
tersebut, berkembang metode pemisahan spermatozoa dengan 
menggunakan kolom albumin, velocity sedimentation, sentrifugasi 
dengan gradien densitas, motilitas dan pemisahan elektroforesis, 
isoelectric focusing, H-Y antigen, flow sorting dan sephadex column  
(Hafez, 2008 dan  De Jonge dkk., 1997). Dari sekian banyak metode 
pemisahan spermatozoa X dan Y yang paling umum digunakan 
adalah pemisahan berdasarkan pada perbedaan densitas atau 
motilitas.

Pemisahan spermatozoa X dan Y saat ini yang menghasilkan 
populasi spermatozoa X dan Y yang terbanyak adalah dengan 
flow cytometry, akan tetapi alat yang digunakan harganya mahal 
(Battacharya dkk., 1976; Pinkel and Johnson, 1986; Johnson 
dkk.,1993; Hafez, 2008 dan Seidel dkk., 1997). Pemisahan 
spermatozoa dengan flow cytometry dapat memisahkan 
spermatozoa X dan Y dibandingkan dengan metode pemisahan 
yang lain, tetapi alat yang digunakan harganya mahal, sehingga sulit 
diaplikasikan. Metode pemisahan lain yang lebih murah, valid, lebih 
mudah	dihasilkan	dan	diaplikasikan	adalah	 filtrasi	menggunakan	
sephadex column yang dapat menghasilkan spermatozoa X sebesar 
70-75 % (Beernink, 1986 dalam Hafez, 2008). Kegunaan dari 
metode pemisahan spermatozoa adalah:
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1. Menghasilkan lebih banyak betina yang superior untuk induk 
atau peremajaan dan menghasilkan susu, daging dan kulit atau 
bulu.

2. Menghasilkan lebih banyak jantan yang dikeluarkan dari betina 
dan dilakukan cross breeding, contoh: dairy-beef cross.

3. Menghasilkan pejantan untuk diambil keturunannya
4. Untuk program progeny dilakukan tes pada pejantan muda.
5. Menghindari intersex pada anak yang lahir kembar.
Tabel 2.2. Teknik yang Digunakan untuk Memisahkan Spermatozoa 

X dan Y
Teknik Hasilnya

Sedimentasi pada  
media dengan 
immobilisasi 
spermatozoa 

IB dengan semen tersebut menghasilkan betina 
sebanyak 70%

Skim-milk powder, 
glycine, sodium sitrat, 
Gliserol

Meningkatkan jumlah anak jantan yang 
dilahirkan bila yang digunakan spermatozoa 
pada lapisan atas

Albumin coloumn Spermatozoa setelah preseleksi dengan metode 
ini berhasil dibekukan

Velocity sedimentation

Sedimentasi berdasarkan ukuran, densitas 
dan bentuk kepala. Perbedaan  ukuran kepala 
faktor yang dominan pada tipe pemisahan ini, 
sedangkan bentuk tidak begitu penting

Sentrifugasi gradien 
densitas

Spermatozoa dipisahkan untuk mendapatkan 
sedimen dengan sentrifugasi grandien densitas, 
bahan yang dibuat gradien densitasnya lebih 
rendah dari spermatozoa. Dikembangkan 
dengan sentrifugasi pada waktu yang pendek, 
waktu yang pendek tidak menyebabkan 
pengaruh	difusi	yang	signifikan.
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Teknik Hasilnya

Motilitas dan 
pemisahan 
menggunakan 
elektroforesis

Spermatozoa yang immotil dengan 
elektroforesis akan bergerak ke anoda pada pH 
netral, ketika pemisahan dengan elektroforesis 
pada kondisi yang konsisten maka spermatozoa 
yang motil akan bergerak kearah katode. Hasil 
pengamatan pada daerah kepala spermatozoa 
mempunyai muatan, sehingga spermatozoa 
bergerak, jika muatan negatif spermatozoa 
akan diorientasikan ke daerah ekor yang 
bergerak ke arah anoda yang mempunyai 
muatan negatif lebih besar .

Isoelectric focusing

Pemisahan dengan menggunakan kolom 
dengan menggunakan cairan yang stabil yg 
dibuat gradien densitas.
Spermatozoa membentuk lapisan atau 
suspensi spermatozoa akan bermigrasi kearah 
isoelektrik

H-Y antigen

Spermatozoa diperlakukan dengan anti serum 
H-Y. Inseminasi pada tikus menggunakan 
spermatozoa yg diperlakukan dengan anti 
serum H-Y anti gen menghasilkan 45,4% jantan, 
sedangkan kontrol 53% 

Flow sorting oleh 
kandungan DNA

Spermatozoa Y berhasil di sorting sebanyak 
72-80%

Sephadex Coloumn
Didapat 70% spermatozoa X dengan cara 
spermatozoa dimasukkan dibagian atas. 65-
85%	spermatozoa	X	didapat	pada	filtrat.

-------------------------------------------------------------------------------------

Seleksi jenis kelamin pada kuda untuk peternakan komersial 
dilakukan untuk replacement betina dari satu induk. Spermatozoa 
yang fertilitasnya tinggi mempunyai nilai komersial yang 
tinggi. Tingkat fertilitas ini juga menentukan berapa kali harus 
dikawinkan untuk menentukan kebuntingan untuk menghasilkan 
jumlah anak yang akan digunakan untuk progeni atau dipelihara. 
Hasil dari evaluasi menunjukkan bahwa IB dengan semen sexing 
meningkatkan	efisiensi	reproduksi	(Hafez	2008	dan	De	Jonge	dkk., 
1997).
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Adanya fakta perbedaan tersebut, sehingga dapat 
dimanfaatkan untuk memisahkan spermatozoa X dan Y yang hanya 
mungkin dapat dilakukan sejak adanya Flow Cytrometry. Upaya 
pertama kali yang dilakukan untuk membedakan spermatozoa 
X dan Y menggunakan DNA dan analisis Flow Cytrometry tidak 
berhasil (Gledhill et al., 1976). Namun, dengan kombinasi dari 
perkembangan metode pewarnaan dan adanya kenyataan 
bahwa sel aspherical seperti sel spermatozoa harus berorientasi 
terhadap sumber eksitasi sehingga perbedaan DNA secara relatif 
dapat diukur (Pinkel et al., 1982). Faktor-faktor tersebut menjadi 
dasar analisis DNA spermatozoa secara rutin menggunakan 
instrumentasi	 komersial	 yang	 dimodifikasi	 (Johnson	 and	 Pinkel,	
1986) dan menunjukkan perbandingan spermatozoa X dan Y dapat 
divalidasi dengan metode analisis (Johnson, 1988; Johnson et al., 
1987a; Welch and Johnson, 1999).

Pemisahan spermatozoa sampai menghasilkan populasi 
spermatozoa X dan Y yang mendekati murni berdasarkan 
perbedaan DNA telah dilakukan menggunakan Flow Cytrometry 
modifikasi	 (peralatan	 pemilih	 sel)	 (Johnson	 and	 Clarke,	 1988;	
Johnson et al., 1987b). Namun, laporan-laporan ini menunjukkan 
adanya pola kerusakan yang sama seperti analisis DNA spermatozoa 
yang telah disebutkan sebelumnya, yaitu spermatozoa mati,  
karena spermatozoa disonikasi untuk menghilangkan ekornya 
(dibandingkan spermatozoa motil yang masih utuh). Sebagai langkah 
awal untuk mengetahui kemampuan Flow Cytrometry memisah-
misahkan spermatozoa yang masih hidup, inti spermatozoa dipilih 
dan diinjeksikan ke dalam sitoplasma sel telur hamster (Johnson 
dan Clarke, 1988). Penelitian ini membuktikan bahwa DNA di dalam 
kepala spermatozoa yang telah dipisahkan masih aktif sehingga 
mampu memfertilisasi sel telur meskipun spermatozoa berada 
dalam kondisi standar tidak dapat memfertilisasi sendiri.





BAB III 
------------------------------------- 

SEXING MENGGUNAKAN FILTRASI 
SEPHADEX
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F iltrasi gel sephadex merupakan suatu pemisahan 
menggunakan gel yang dibuat dari dasar dextran, 
yaitu suatu jaringan tiga dimensi dari molekul-

molekul linier polisakarida yang berikatan dengan epichlorohydrine 
(Nur dan Adijuwana, 1989 dan Adimoelja, 1984). Sephadex tidak 
larut dalam semua larutan dan stabil dalam air, larutan garam, larutan 
organik, larutan alkalin dan larutan asam, namun akan terhidrolisa 
dalam asam kuat. Sephadex tidak meleleh dan dapat disterilkan 
pada kondisi basah dengan pH netral atau dapat disterilkan pada 
kondisi kering dalam autoclave selama 30 menit pada suhu 120oC 
tanpa kehilangan daya pisahnya. Jika sephadex dipanaskan lebih 
dari 120oC akan mengalami karamelisasi (Adimoelja, 1984). Bahan 
ini dapat mengembang dalam air membentuk struktur tertentu, 
sehingga dapat memisahkan molekul-molekul sesuai dengan 
ukurannya. Selain bentuk geometrik, sifat-sifat permukaannya juga 
memengaruhi kemampuan untuk penyaringannya. Molekul dengan 
berat molekul seratus sampai beberapa juta dapat dikumpulkan 
dan dipisahkan dengan metode ini (Nur dan Adijuwana, 1989).

Filtrasi dengan menggunakan gel sephadex merupakan 
separasi	kromatografi	berdasar	afinitas.	Molekul-molekul	sephadex 
yang bersilang menjamin penyaringan yang selektif. Kekuatan 
mekanis sephadex tergantung pada tingkat ikatannya (cross linking) 
yang akhirnya menjamin porositas partikel-partikel itu (Dowson 
et al., 1984). Tiap-tiap sephadex G memiliki selang berat molekul 
yang dapat dipisahkan, sedangkan karakteristik sephadex G-200 
terdapat pada Tabel 3.1
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Tabel 3.1. Karakteristik Sephadex G-200

Sephadex

Kisaran 
berat

Molekul 
fraksi

Diameter (µm)
Vol.
Cairan 
untuk  
1 g

BM media yang bisa 
dilewatkan

(Dalton)Peptida Dextran Kering Basah

G-200 5-600x103 1-200x103 40-120 129-388 30-40 6x104–8x106

Catatan : molekul-molekul dengan berat di atas batas atas selang ini 
tidak dapat menembus gel dan masuk kedalam volume yang 
kosong. Molekul-molekul dengan ukuran lebih kecil umumnya 
dilepas (dielusi) setelah molekul-molekul yang lebih besar 
dilepas terlebih dahulu (Adimoelja, 1984).

----------------------------------------------------------------------------------------------

Pemisahan	menggunakan	filtrasi,	didapatkan	spermatozoa	X	
bergerak turun berdasarkan berat jenis dan motilitasnya sendiri, 
sedangkan Y masih ditahan oleh partikel-partikel gel sephadex, 
sehingga tidak dapat turun. Penyebab lain adalah tertariknya 
spermatozoa Y yang bermuatan negatif dengan sephadex yang 
bermuatan positif, dengan demikian dapat dipahami jika 
spermatozoa X yang bermuatan positif akan dilepaskan, sedangkan 
spermatozoa Y yang bermuatan listrik negatif akan ditarik (Ericsson 
dan Glass, 1982) yang disitir oleh Hafez and Hafez  (2008). Filtrasi 
dengan sephadex	dihasilkan	70%	spermatozoa	X	pada	filtrat	(Hafez,	
2008). Hasil penelitian Mahaputra, dkk (1989) bahwa untuk 
memisahkan spermatozoa domba dengan sephadex kolom G-200 
berhasil mendapatkan spermatozoa X dan Y dengan perbandingan 
81,3% dan 18,7%. Sementara itu, penelitian sebelumnya yang 
serupa, yaitu dengan menggunakan sephadex G-200 telah 
dilakukan oleh Adimoelja dkk. (1984) pada domba dihasilkan 87% 
spermatozoa X. Pada manusia oleh Steeno et al., (1975) berhasil 
memisahkan 90%. Meskipun data tentang keberhasilan pemisahan 
spermatozoa X dan Y akhir-akhir ini diragukan, namun data Geier 
et all., (1990) membuktikan bahwa pemakaian metode pemisahan 
ini menghasilkan kelahiran bayi  perempuan 80% . Hal ini sesuai 
dengan hasil penelitian Susilawati dkk. (1997) pada spermatozoa 
sapi yang menggunakan sephadex G-200 didapatkan kelahiran 
pedet betina sebesar 82,5% dari 40 ekor pedet.
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3.1 Jenis Sephadex yang Digunakan untuk Filtrasi Seleksi Jenis 
Kelamin Memengaruhi Kualitas dan Keberhasilan Seleksi 
Jenis Kelamin

Seleksi jenis kelamin dengan cara pemisahan spermatozoa X dan 
Y	dengan	filtrasi	sephadex	G100	dan	G200	menghasilkan	motilitas	
dan	viabilitas	spermatozoa	pada	filtrat	dalam	tabung	seperti	pada	
Gambar 3.1 dan 3.2. Persentase motilitas spermatozoa mula-mula 
rendah kemudian mengalami kenaikan dan selanjutnya mengalami 
penurunan. Motilitas spermatozoa mulai tabung ke tiga sampai 
dengan tabung ke delapan pada sephadex G100 dan ke sembilan 
pada sephadex G200 adalah yang tertinggi.

Persentase	 motilitas	 spermatozoa	 setelah	 filtrasi	 sephadex 
G100 dan G200 mengalami peningkatan sehingga pada tabung ke-5 
sampai ke-10 didapatkan motilitas diatas 60%.
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Gambar 3.1. Perbedaan persentase motilitas spermatozoa setelah 
filtrasi	sephadex G100 dan G200 (Susilawati, 2000)
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Persentase	 viabilitas	 spermatozoa	 setelah	 filtrasi	 sephadex 
G100 dan G200 mengalami peningkatan sehingga pada tabung ke-5 
sampai ke-10 didapatkan viabilitas diatas 65%.
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Gambar 3.2. Perbedaan persentase viabilitas Spermatozoa setelah 
filtrasi	sephadex G100 dan G200 (Susilawati, 2000)
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Gambar	3.3.	 Perbedaan	 konsentrasi	 spermatozoa	 setelah	 filtrasi	
sephadex G100 dan G200 (Susilawati, 2000)
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3.2 Tahap Sexing Menggunakan Filtrasi Sephadex
1. Pembuatan Medium

A. Medium pengencer sephadex (PBS Dulbecco’s)
2,16 g Na2HPO4.2H2O;  8 g NaCl; 0,2 g KH2PO4 ; 0,2 gr KCl 
dimasukkan dalam erlenmeyer dan dicampur dengan 
aquabides sebanyak 1 liter dan dihomogenasi, sehingga 
dapat disimpan dalam refrigerator sampai larutan ini 
digunakan.

B. Medium pengencer semen (tergantung pada pengencer 
yang digunakan, misalnya Tris Aminomethane Kuning 
Telur, skim milk dan lain-lain)

2. Persiapan Kolom
Kolom dengan diameter atas 1,8 cm; tinggi 17 cm dan diameter 
bawah 0,1 cm diberi glass wool pada dasar lehernya dan pada 
ujung bawah ditancapkan slang dari karet serta dipasang tegak 
pada statip.

3. Pembuatan Gel Sephadex
1 g sephadex diencerkan dengan 40 ml PBS Dulbecco’s dan 
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Gambar 3.4 Perbedaan persentase spermatozoa X pada berbagai 
tabung	 setelah	 filtrasi	 sephadex G100 dan G200 
(Susilawati, 2000)
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diaduk sampai rata, kemudian dimasukkan dalam kolom yang 
telah  disiapkan dan ujung bawahnya dijepit dengan arteri 
klem dan ditunggu gel sephadex sampai mengembang.

4.	 Pelaksanaan	filtrasi
Semen yang memenuhi syarat (motilitas diatas 70% dan 
konsentrasi 2–5x109 spermatozoa/ml) dimasukkan dalam 
kolom yang berisi gel sephadex sebanyak 1 ml, penutup kolom 
bagian bawah (arteri klem) dibuka dan ditetesi terus menerus 
dengan	pengencer	semen	dan	filtrat	ditampung	dalam	tabung	
eppendorf. Apabila telah mencampai volume 1 ml, maka 
dipindahkan ketabung berikutnya sampai tidak terdapat 
spermatozoa. Pada umumnya, cairan yang mengandung 
spermatozoa X terdapat pada tabung ke-3 sampai dengan ke-
10 dan diperoleh motilitas yang bagus dengan proporsi jenis 
kelamin yang ditinggi pula.

Gambar 3.5a. Sexing Spermatozoa Menggunakan Metode Filtrasi  
Sephadex (Susilawati, 2000)
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Tahap	sexing	menggunakan	filtrasi	sephadex	seperti	terdapat	
pada Gambar 3.5 dan tahap pembekuan spermatozoa hasil sexing 
menggunakan	filtrasi	sephadex	terdapat	pada	Gambar	3.6.

Gambar 3.6 Tahap pembekuan spermatozoa hasil sexing 
menggunakan	filtrasi	sephadex	(Susilawati,	2000)

Gambar	3.5b	 Tahap	 sexing	 menggunakan	 filtrasi	 sephadex	
(Susilawati, 2000)



BAB IV 
------------------------------------- 
SEXING MENGGUNAKAN 

SENTRIFUGASI GRADIEN DENSITAS 
PERCOLL
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P ercoll adalah medium yang terdiri dari partikel koloid 
diselaputi dengan poly venilpyrolidone (PVP) yang 
dapat meningkatkan motilitas spermatozoa. Selama 

ini, Percoll dapat digunakan untuk memisahkan darah, seperti 
fraksi-fraksi limfosit, monosit, eritrosit dan thimosit serta partikel 
sub selluler, seperti membran plasma, liposom dan mitochondria. 
Selain itu, Percoll juga dapat digunakan untuk memisahkan virus, 
bakteri dan spermatozoa (McClure et al., 1989).

Menurut Kaneko et al. (1983), penggunaan Percoll dalam 
pemisahan spermatozoa dianggap memenuhi syarat, karena Percoll 
mempunyai sifat yang diperlukan untuk pemisahan spermatozoa, 
antara lain: dapat dibuat dalam berbagai densitas, viskositas 
rendah, tidak toksik, tidak dapat menembus membran sel, dapat 
disterilkan, tidak mempunyai efek negatif pada pemisahan 
spermatozoa, mudah dilepaskan dari zat yang dipisahkan, mudah 
membentuk gradien sendiri meskipun dengan pemutaran rendah.

Sifat-sifat	fisik	Percoll menurut Pharmacia Fine Chemical t.t. 
seperti yang dikutip oleh Downson et al., (1986), yaitu:
1. Komposisi

Percoll mengandung partikel koloid silika yang dilapisi dengan 
polyvinylphyrolidone (PVP) berdiameter rata-rata 12 sampai 
22 nm (dengan kisaran 15 sampai 30 nm).

2. Viskositas
Percoll mempunyai viskositas 10+5 sentipois pada suhu 20oC. 
Viskositas Percoll lebih rendah dalam larutan garam (0,15 
M NaCl) dari pada dalam air maupun dalam 0,25 M sukrosa, 
sehingga pembentukan gradiennnya lebih cepat.

3. Osmolaritas dan pH
Percoll mempunyai pH 8,90+0,30 pada suhu 20oC, namun 
Percoll juga mempunyai kapasitas buffer yang rendah, 
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sehingga dengan mudah disesuaikan menjadi pH 5,50–10 
tanpa merubah sifat-sifatnya. Osmolaritasnya rendah (lebih 
kecil dari 20 mOs/kg H2O) dengan demikian dapat membentuk 
gradien osmolaritas, sehingga diperoleh gradien densitas yang 
iso-osmotik	dan	betul-betul	sesuai	dengan	keadaan	fisiologis,	
karena itu dapat diperoleh sel dengan viabilitas tinggi dan 
morfologi yang utuh.

Densitas Percoll mempunyai densitas 1,13+0,005 g/ml dan 
dapat membentuk gradien densitas dibawah 1,13 g/ml. Untuk 
pemisahan	sel-sel	diencerkan	dengan	garam	fisiologis	atau	medium	
kultur jaringan, sehingga densitasnya lebih rendah.

Pemisahan spermatozoa menggunakan sentrifugasi gradien 
densitas percoll, lebih baik jika dibandingkan dengan media lain. 
Hal ini disebabkan variasi densitas percoll dapat dengan mudah 
dibuat. Pemisahan dengan menggunakan sentrifugasi lebih baik 
dilakukan pada waktu yang cepat, karena untuk menghindari 
besarnya gesekan akibat sentrifugasi dan terjadinya difusi medium 
pengencer ke dalam spermatozoa (Hafez, 2008).

Kaneko et al. (1983) melakukan pemisahan spermatozoa X 
dan Y pada manusia dengan menggunakan sentrifugasi gradien 
densitas Percoll didapatkan spermatozoa Y sebesar 73,1% pada 
densitas 1,06 mg/ml, terus menurun dengan meningkatnya 
densitas Percoll dan akhirnya pada sedimen didapatkan 17,4% 
(densitas lebih dari 1,11 g/ml). Schwerin et all., (1991) melakukan 
sentrifugasi menggunakan gradien densitas percoll discontinous 
gradien terdiri dari 10 lapisan masing-masing 0,6 ml larutan percoll 
dengan densitas antara 1,034 dan1,068 g/ml. Medium gradien 
adalah TCM 199 ditambah buffer bikarbonat 0,35 g/liter. 30–45 juta 
spermatozoa diencerkan dalam 1,5 ml TCM 199 dalam 10% Fetal 
Calf Serum (FCS) ditempatkan dalam gradien yang bersuhu 4–6°C 
disentrifugasi 500 G selama 10 menit dihasilkan spermatozoa 
X atau Y lebih dari 90%. Hasil penelitian Susilawati, dkk (1996) 
dengan metode yang sama, tetapi dilakukan sentrifugasi dengan 
kecapatan 2250 rpm (850 G) selama 5 menit menghasilkan ratio  
spermatozoa atas dasar ukuran kepala spermatozoa sebesar 83,1% 
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dengan penurunan motilitas sekitar 10%. Penambahan serum 
berpengaruh positif terhadap motilitas spermatozoa. Menurut Par 
(1998), bagian yang berpengaruh dalam meningkatkan motilitas 
adalah	protein	dengan	berat	molekul	180	kD	setelah	diidentifikasi	
lebih lanjut adalah imunoglobulin G4 dan apolipoprotein.

4.1 Hasil Penelitian Sexing dengan Sentrifugasi Gradien Densitas 
Percoll

Hasil penelitian sexing dengan menggunakan sentrifugasi gradien 
densitas Percoll, menunjukkan hasil seperti pada gambar 4.1. Pada 
perlakuan 3 (2250 rpm selama 5 menit) menunjukkan proporsi 
spermatozoa X dan Y yang tertinggi dengan motilitas yang paling 
baik, sehingga untuk penelitian selanjutnya perlakuan ini yang 
digunakan. Persentase motilitas spermatozoa setelah sexing atau 
seleksi jenis kelamin menggunakan sentrifugasi gradien densitas 
Percoll mengalami penurunan dengan menggunakan pengencer 
TCM 199 atau Tris Aminomethane kuning telur pada lapisan atas 
maupun lapisan bawah.

Catatan :
Perlakuan 1 :2000 rpm selama   5 menit
Perlakuan 2 :2000 rpm selama 10 menit
Perlakuan 3 :2250 rpm selama   5 menit
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Gambar 4.1  Perbedaan persentase motilitas dan spermatozoa X 
pada lapisan bawah pada berbagai kecepatan dan 
waktu. (Susilawati, 2000)



Sexing Menggunakan Sentrifugasi Gradien Densitas Percoll | 25

Perlakuan 4 :2250 rpm selama 10 menit
Perlakuan 5 :2500 rpm selama   5 menit
Perlakuan 6 :2500 rpm selama 10 menit

Rataan persentase motilitas pada semen segar adalah 70,0+0, 
sedangkan setelah sentrifugasi pada lapisan atas dan bawah dengan 
menggunakan medium Tris Aminomethane adalah 61,66+3,53 
dan 60,0+5,0; sedangkan pada pengencer TCM 199 adalah 
61,11+4,86 dan 61,11+3,33. Penurunan kualitas spermatozoa 
ini disebabkan oleh spermatozoa berada diluar tubuh, suhu, 
terpisahnya dengan seminal plasma, gaya sentrifugasi dan gesekan 
antara medium dengan membran spermatozoa. Pada penelitian 
ini lebih baik dari pada penelitian Susilawati dkk. (1996) bahwa 
motilitas spermatozoa setelah sentrifugasi hanya sekitar 50%. 
Hal ini membuktikan bahwa penambahan kuning telur sebelum 
sentrifugasi dapat mempertahankan atau melindungi spermatozoa, 
sehingga motilitas spermatozoa jauh lebih rendah dibandingkan 
dengan semen segar. Junandri (2014) Seksing dengan metode 
sentrifugasi gradien densitas percoll menggunakan pengencer 
CEP-2 ditambah kuning telur 10% dan andromed® dapat menjaga 
kualitas spermatozoa tetap baik, serta menjaga spermatozoa agar 
tidak mengalami kapasitasi dini setelah proses seksing. Pengencer 
semen CEP-2 ditambah kuning telur 10% memiliki kemampuan 
yang sama dengan pengencer komersial andromed® dalam 
mempertahankan kualitas spermatozoa sapi. Pengencer CEP-2 
ditambah kuning telur 10% dapat menjaga kualitas spermatozoa 
pada lapisan atas dan lapisan bawah sebaik pengencer andromed®

Di dalam proses sexing menggunakan metode sentrifugasi 
gradien densitas percoll ini membutuhkan ketrampilan yang 
tinggi dalam menggunakan mikropipet, maka perlu diperkenalkan 
bermacam-macam micropipet serta cara penggunaan micropipet  
seperti pada gambar 4.2 dan 4.3.
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Keterangan :
1. Mikropipet di produksi oleh beberapa perusahaan , sehingga 

terdapat beberapa nama dagang dari mikropipet.
2. Mikropipet dilengkapi dengan Tip mikropipet dengan ukuran 

dan fungsi yang berbeda 
3. Mikropipet terdapat yang sigle untuk satu tip  dan terdapat 

yang multi channel untuk banyak tip .
4. Mikropipet terdapat beberapa model dan ukuran, ada yang 

satu ukuran tetapi ada juga yang ukurannya bisa diatur.  Selain 
itu juga terdapat kapasitas yang berbeda-beda pula 

Misal : kapasitas 200 – 1000 µl; kapasitas 0 – 200 µl; kapasitas 0- 
100µl

Gambar 4.2. Berbagai macam mikro pipet dan tip yang dapat 
digunakan.
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4.2 Tahap Sexing dengan Gradien Densitas Percoll
1. Pembuatan Gradien Densitas Percoll
Gradien densitas yang digunakan adalah 1,036; 1,038; 1,043; 1,047; 
1,052; 1,055; 1,057; 1,0605; 1,065 sampai 1,070 yang diperoleh 
dari pengenceran Percoll dengan “pengencer” menjadi 20%, 
25%,30%,35%, 40%, 45%, 50%, 55% , 60% dan 65%,  Kemudian 
larutan dari berbagai densitas tersebut disusun dalam tabung 
secara berurutan dari densitas tertinggi sampai terendah masing-
masing 0,5 ml.

Tabel 4.1 Contoh perbandingan Percoll dengan pengencer untuk 
10x ulangan (20 ml semen)

Persentase Percoll (ml) Pengencer (ml ) Total (ml)
20% 1 4 5
25% 1,25 3,75 5
30% 1,5 3,5 5
35% 1,75 3,25 5
40% 2 3 5

Gambar 4.3. Cara menggunakan mikropipet
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Persentase Percoll (ml) Pengencer (ml ) Total (ml)
45% 2,25 2,75 5
50% 2,5 2,5 5
55% 2,75 2,25 5
60% 3 2 5
65% 3,25 1,75 5
Total 21.25 28.75 50

-------------------------------------------------------------------------------------
2. Pelaksanaan Sentrifugasi

1–2 ml semen yang telah memenuhi syarat dimasukkan 
tabung yang telah berisi gradien densitas Percoll, kemudian 
dilakukan sentrifugasi dengan kecepatan 2250 rpm (850 G) selama 
5-7 menit. Hasil sentrifugasi menjadi enam lapisan pada lapisan 
teratas adalah seminal plasma dibuang dan pada lapisan kedua 
adalah yang banyak mengandung spermatozoa Y, sedangkan 
hanya pada lapisan bawah yang banyak mengandung spermatozoa 

Gambar 4.4 Tahap Sexing dengan Sentrifugasi Gradient Densitas 
Percoll (Susilawati, 2000)
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X diambil dan dimasukkan dalam tabung yang telah berisi 
“pengencer” sebanyak 3 ml,  kemudian dilakukan sentrifugasi 
dengan kecepatan 1500 rpm (380 G) selama 5 menit. Supernatan 
dibuang dan disisakan 2 ml cairan yang banyak mengandung 
spermatozoa. Tahap sexing dengan sentrifugasi gradient densitas 
percoll seperti terdapat pada Gambar 4.4

4.3 Analisa Intak acrosome pada spermatozoa pada perlakuan 
sentrifugasi gradien densitas Percoll dan sedimentasi Putih 
Telur

Pengamatan status reaksi akrosom dengan menggunakan 
fluorochrome	 fluoresceine	 isothiocyanate-conjugated	 peanut	
agglutinin	 (FITC-PNA)	 dengan	 menggunakan	 filter	 	 cubenya:	
WB	 –#2,	 dichroic	 mirror	 DM500,	 excitation	 filter	 BP450-
480,barrierfilter	BA	515.

Uji akrosom reaksi (AR) adalah  variabel yang stabil untuk 
melihat fungsi spermatozoa akan tetapi tidak dapat digunakan 
untuk memprediksi keberhasilan fertilisasi, tetapi digunakan untuk 
penelitian kontrasepsi pria  dan efek makanan dan obat terhadap 

Gambar 4.5 Spermatozoa yang mengalami reaksi akrosom pada 
perlakuan percoll
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toxic	pada	gonad.	Uji	ini	berdasar	pada	fisiologi	spermatozoa	dan	
melibatkan kapasitasi dan reaksi akrosom. Saat kapasitasi adalah 
suatu bagian dari reaksi akrosom  yang disertai dengan keluarnya 
enzyme oflytic dan pemaparan pada reseptor membran  yang akan 
penetrasi ke zona pelusida dan untuk fusinya oolema.

Untuk mengamati status akrosom dan viabilitas, 
dikembangkan suatu bahan reagen yang dapat mengamati status 
akrosom pada target bagian akrosom pada kepala spermatozoa 
yaitu	 fluorescein	 isothiocyanate-conjugated	 peanut	 agglutinin	 -	
FITC-PNA. Berdasarkan pewarnaan dengan menggunakan FITC – 
PNA pada masing-masing perlakuan seperti pada gambar 11. Hal 
ini menunjukkan bahwa pada semen segar terdapat 69,16 + 8,85 
spermatozoa yang utuh, hal ini menunjukkan bahwa spermatozoa 
dalam keadaan segar masih banyak utuh tudung akrosomnya. 

Gambar 4.6. Spermatozoa yang mengalami reaksi akrosom pada 
kontrol

Gambar 4.7. Hasil pewarnaan dengan FITC PNA pada berbagai 
perlakuan
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Sedangkan pada semen beku terjadi peningkatan jumlah sepertozoa 
yang pada ½ ujung kepalanya berpendar , hal ini menunjukkan 
bahwa pada proses pembekuan mentriger terjadinya reaksi 
akroskom atau tidak intaknya tudung akrosom,  walau hanya sedikit 
yang mengalami reaksi akrosom Diliyana dkk (2014). Metode 
pemisahan spermatozoa dengan metode sentrifugasi gradient 
densitas percoll menggunakan pengencer CEP-2 + kuning telur 
10% lebih baik dibandingkan dengan pengencer andromed. Hal ini 
ditandai dengan spermatozoa yang belum kapasitasi dipertahankan 
tetap tinggi, sedangkan spermatozoa yang mengalami kapasitasi 
dan reaksi akrosom tetap rendah.

Tabel 4.2. Rata-rata + SD gambaran Reaksi akrosom pada perlakuan 
sexing dengan metode sentrifugasi gradien densitas 
percoll dan sedimentasi putih telur (albumin)

Perlakuan Tidak berpendar ½ berpendar berpendar 
diujungnya

Tanpa sexing 48,26 + 45,10 49,89 + 43,78 2,56 + 0,57
SGDP X 44,61 + 16,82 44,76 + 19,66 10,78 +3,98
SGDP Y 42,62+ 19,92 51,28 +20,94 18,12 + 26,21
Albumin X 51,68 + 10,02 32,28+ 19,22 25,29+ 18,86
Albumin Y 32,70 + 13,57 41,96 + 23,02 14,25 + 7,41
Segar 69,16 + 8,85 16,20 + 14,26 11,07 + 4,34 

-------------------------------------------------------------------------------------

Spermatozoa hasil sexing dengan menggunakan sentrifugasi 
gradien densitas percoll juga mempunyai trend sama dengan tanpa 
sexing dan pada yang populasi spermatozoa Y yang spermatozoa 
utuh lebih sedikit dibandingkan yang reaksi akrosom atau 
tidak adanya tudung akrosom, tren yang sama terjadi pula pada 
perlakuan sexing dengan metode sedimentasi albumin putih 
telur, hal tersebut menunjukkan bahwa spermatozoa lebih rentan 
dalam lepasnya tudung akroskom dibandingkan spermatozoa X, 
atau kemungkinan efek dari sentrifugasi lebih terasakan pada 
spermatozoa Y dibandingkan spermatozoa X.
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Gambar 4.8 . Hasil Pengamatan dengan SEM Spermatozoa dengan 
pembesaran 2000 kali

Gambar 4.9. Hasil pengamatan dengan SEM  Spermatozoa dengan 
pembesaran 5000 kali dan  hasil pengukuran panjang 
dan  lebar kepala spermatozoa
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Tabel 4.3. Rataan Weight % pada berbagai perlakuan

X Putih 
telur

Y putih 
telur

Kontrol 
B y percoll

Carbon 40,45 32,51 31,59 34,85
Oxygen 37,31 36,03 37,00 36,78
Sodium 3,53 3,13 2,73 3,13
Aluminium 1,94 1,36 1,41 1,57

Gambar 4.10. Hasil pengamatan menggunakan SEM spermatozoa 
dengan pembesaran 7 000 kali

Gambar	4.11.		Grafik	Rataan	Weight % pada berbagai perlakuan
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X Putih 
telur

Y putih 
telur

Kontrol 
B y percoll

Silicon 28,33 19,23 19,84 22,46
Potasium 5,38 3,31 3,26 3,99
Titanium 1,88 1,57 1,64 1,70
Zinc  2,22 2,53 2,37
Niobium  1,36   
Calcium  0,56   

Tabel 4.4. Rataan Weight	%	σ	pada	berbagai	perlakuan	
 X PT Y PT Kontrol B Y Percoll 
Carbon 3,169 3,083 1,235 1,860
Oxygen 1,826 1,837 0,786 1,173
Sodium 0,343 0,291 0,147 0,229
Aluminium 0,240 0,126 0,068 0,102
Silicon 1,138 0,937 0,404 0,680
Potasium 0,409 0,219 0,106 0,182
Titanium 0,318 0,175 0,096 0,160
Zinc  0,511 0,281 0,493
Niobium  0,309   
Calcium  0,116   

Gambar 4.12. Rataan Weight	%	σ	pada	berbagai	perlakuan
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Tabel 4.5.  Rataan Atomic  %  pada berbagai perlakuan 
 X PT Y PT Kontrol B Y Percoll 
Carbon 53,799 44,916 1,235/43.433 41,511
Oxygen 39,409 37,774 0,786/39.031 39,990
Sodium 2,782 2,284 0,147/2.232 2,309
Aluminium 1,258 0,847 0,068/0.833 0,895
Silicon 17,691 11,479 0,404/11.799 12,555
Potasium 2,512 0,982 0,106/1.439 1,546
Titanium 0,678 0,549 0,096/0.567 0,566
Zinc  0,598 0,281/0.669 0,627
Niobium  0,249   
Calcium  1,555   

-------------------------------------------------------------------------------------

Berdasarkan tabel 4.3, sexing menggunakan XPT membran 
sel spermatozoa memiliki persentase atom Carbon dan oxygen 
lebih tinggi dibandingkan kontrol, sexing YPT maupun Y Percoll. 
Di antara ketiga perlakuan (XPT, YPT dan Kontrol), sexing dengan 
menggunakan Y percoll menyebabkan membran sel spermatozoa 
memiliki persentase atom Carbon paling rendah.  Atom Oxygen pada 
keempat perlakuan, menunjukkan bahwa perlakuan YPT memiliki 
atom oxygen lebih rendah. Molekul utama penyusun membran 

Gambar 4.13. Rataan Atomic % pada berbagai perlakuan
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plasma adalah lipid dan protein, yang penyusun utamanya adalah 
atom Carbon dan Oxygen dan Hydrogen (Cooper, 2002).

Adanya perbedaan persentase atom yang terdapat pada 
membran sel masing-masing perlakuan bisa disebabkan karena 
adanya kerusakan molekul-moleku-moleku-molekul penyusun 
membran plasma. Pada penelitian terdahulu didapatkan bahwa 
sexing spermatozoa dapat meningkatkan terjadinya kapasitasi 
dan reaksi akrosom. Bronson et al (2000) dalam penelitiannya 
menemukan bahwa Vibronectin merupakan salah satu protein yang 
diekspresikan lebih tinggi pada membran plasma spermatozoa 
manusia ketika reaksi akrosom terjadi. Sementara itu Grace et 
al (2002) menyatakan bahwa terdapat peningkatan ekspresi 
protein	33	kD	ketika	 terjadi	kapasitasi	pada.	Penagruh	 fisik	pada	
spermatozoa, sebagai contohnya pembekuan dapat menyebabkan 
relokasi beberapa protein antara lain protein GLUT 3 (Sancho, 
2007) pada babi Iiberian.

Berdasarkan uraian di atas dapat dikatakan bahwa perbedaan 
persentasi Carbon dan Oxygen bisa disebabkan karena adanya 
reaksi akrosom ataupun kapasitasi selama proses sexing.

Tabel 4.6. Rincian Biaya untuk setiap proses sexing dengan metode 
sentrifugasi gradien densitas percoll 

Rincian biaya setiap proses SGDP:
1. bahan & alat  penampungan = 101.500
2. bahan & alat pemeriksaan kualitas = 52.250
3. percoll = 119.500
4. andromed = 32.500
5. Biaya operator penampungan = 300.000
6. Biaya operator laboratorium = 900.000

1.505.750
Perolehan straw X/proses = 32 bh
Perolehan straw Y/proses = 32 bh
Harga produksi =        23.527 



BAB V 
------------------------------------- 

SEXING MENGGUNAKAN ALBUMIN 
(PUTIH TELUR)
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P emisahan spermatozoa dengan menggunakan Bovine 
Serum Albumin (BSA) sebagai sumber albumin 
telah dilakukan sebelumnya. Bovine Serum Albumin 

merupakan bahan kimia yang berisi albumin berasal dari sapi, 
sedangkan kandungan albumin dalam senyawa BSA, yaitu 100 
mg/ml. Pemisahan dengan menggunakan albumin merupakan 
metode	 yang	 cukup	 fleksibel	 dan	 mudah	 diterapkan	 di	 lapang.	
Metode ini didasarkan atas perbedaan motilitas sperma X dan Y 
sebagai implikasi dari perbedaan massa dan ukuran. Massa dan 
ukuran sperma Y yang lebih kecil dari sperma X menyebabkan 
sperma tersebut mampu bergerak lebih cepat atau mempunyai 
daya penetrasi yang lebih tinggi untuk memasuki suatu larutan 
(Jaswandi, 1996). Beernink dan Ericsson (1984) yang disitir oleh 
Hafez and Hafez (2008) melaporkan bahwa lapisan pada kolom 
albumin, spermatozoa Y pada manusia akan bergerak ke bawah 
dan spermatozoa X akan tetap pada lapisan atas.

Percobaan yang telah dilakukan untuk meningkatkan 
proporsi kromosom Y pada spermatozoa manusia dapat 
diterapkan pada spermatozoa sapi. Medium yang digunakan untuk 
separasi spermatozoa adalah kolum albumin pada BSA. Separasi 
spermatozoa dianalisa dengan menggunakan flow cytometry untuk 
menentukan kromosom X dan Y yang didasarkan pada kandungan 
DNA.

Ericsson pada tahun 1973 telah melakukan pemisahan 
spermatozoa X dan Y pada manusia berdasarkan pergerakan 
spermatozoa. Spermatozoa Y yang lebih cepat gerakannya 
dibanding spermatozoa X, yaitu dengan menggunakan medium 
BSA didapat lebih dari 85% spermatozoa Y. Spermatozoa sapi hasil 
seleksi dengan kolom albumin telah berhasil dibekukan dan dapat 
dilakukan secara komersial (Hafez, 2008)
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Penelitian dengan menggunakan konsentrasi tunggal 
suspensi BSA 6% dalam kolom, dan cukup efektif untuk memisahkan 
spermatozoa X dan Y pada kambing. Inseminasi dengan spermatozoa 
yang masuk ke dalam suspensi BSA menghasilkan anak jantan 
yang lebih banyak dari anak betina, yaitu masing-masing sebesar 
83,3% dan 16,7%, sedangkan inseminasi menggunakan semen 
bagian atas diperoleh anak betina lebih banyak dari anak jantan, 
yaitu masing-masing sebesar 61,5% dan 38,5%. Jaswandi (1992) 
menggunakan konsentrasi bertingkat larutan BSA 6% (lapisan atas) 
dan 10% (lapisan bawah) pada ternak sapi perah. Hasil penelitian 
tersebut mengungkapkan bahwa inseminasi dengan lapisan semen 
bagian bawah didapatkan rasio jenis kelamin ternak jantan 62,5% 
dan betina 37,5%, sedangkan inseminasi dengan lapisan semen 
bagian tengah diperoleh jantan 22,2% dan betina 77,8%. Saili 
(1999) melakukan pemisahan dengan menggunakan konsentrasi 
putih telur secara bertingkat antara 10% pada lapisan atas serta 
30% dan 50% pada lapisan bawah. Pada lapisan bawah dengan 
konsentrasi 30% dalam pengencer dapat mengisolasi 71,50%  dan 
pada konsentrasi 50% dapat mengisolasi 73,50% spermatozoa Y.

Putih telur sering disebut albumen merupakan bagian 
dari telur yang berfungsi sebagai anti bakteri dan buffer untuk 
mempertahankan	sifat	fisik	dan	kimia	telur.	Putih	telur	terdiri	dari	
tiga lapisan material, yaitu inner thin albumin berbentuk cairan 
agak kental yang terletak pada bagian paling dalam dari putih telur, 
thick albumin merupakan lapisan bagian tengah dan bersifat kental 
serta lapisan outher thin albumin yang merupakan kantung albumin 
yang terletak pada bagian paling luar putih telur. Albumin yang 
digunakan untuk sexing adalah albumin pada putih telur (albumin) 
yang juga banyak mengandung albumin. Komponen pokok yang 
terkandung dalam putih telur sebagai berikut : protein 12 %, glukosa 
0,4%,  lemak 0,3%, garam 0,3% dan air 87%. Putih telur terdiri dari 
bermacam-macam protein, enzim inhibitor, anti bakteri, vitamin 
yang terikat dan mineral-mineral yang terikat.Protein merupakan 
bagian terbanyak, bahan organik yang menyusun putih telur terdiri 
atas ovalbumin, ovotransferrin, ovomucin, lysozyme, avidin dan 
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globulin sebagai komponen utamanya. Persentase protein yang 
terdapat pada putih telur seperti pada Tabel 5.1.

Tabel 5.1. Kandungan Protein dalam Putih Telur
Protein Kandungan 

(%)
Poin 

Isoelektrik
Berat Molekul 

(Dalton)
Ovalbumin 45 4,5 45000
Ovotransferrin 12 6,1 76000
Ovomucoid 11 4,1 28000
Ovomucin 3,5 5,5-5,0 5,5-8,3 x 106

Lysozyme 3,4 10,7 14300
G2-Globulin 4,0 5,5 3,0-4,5 x 106

G3-Globulin 4,0 4,0 -
Ovoinhibitor 1,5 5,1 49000
Ficin (cystatin) 
inhibitor

0,05 5,1 12700

Ovoglycoprotein 1,0 3,9 24400
Ovomacroglobulin 0,5 4,5 7,6-9,0 x 105

Avidin 0,05 10 68300
Sumber : Powrie dan Nakai (1986) disitasi Froning (1994)

----------------------------------------------------------------------------------------------

Sifat dan fungsi beberapa komponen penyusun putih telur 
(Froning, 1994; Hazelwood, 1983 dan McWilliams, 1997), yaitu :
1. Ovalbumin merupakan protein yang terdapat dalam putih 

telur yang berlimpah kurang lebih 45 % dan bersifat 
phosphoglycoprotein.

2. Ovotransferrin sering disebut conalbumin yang mengikat Fe3+, 
Cu2+, Mn2+, Co2+, Cd2+, Zn2+ dan Ni2+.

3. Ovomucoid merupakan kekuatan pelindung proteolisis, 
pelindung	 tripsin,	 dan	 pelindung	 spesies	 spesifik	 serta	
mengandung 22 % karbohidrat.

4. Ovomucin sebagai cadangan karbohidrat luar biasa tinggi yang 
tidak dapat dipecahkan, merupakan serat protein dan berfungsi 
menjaga viskositas putih telur.

5. Lysozyme menghidrolisis ikatan ß (1-4) glycosidic dalam 
dinding sel bakteri peptidoglycan, membantu pembentukan 
oligosaccharides dari dinding sel bakteri tetrasaccharide oleh 
transglycosylation.
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6. Globulin sebagai stabilitator.
7. Ovoinhibitor sebagai pelindung proteolytic bermacam enzim, 

misalnya tripsin, chymotrypsin, papain dan ficin.
8. Ficin (cystatin) inhibitor melindungi thioprotease.
9. Ovoglycoprotein sebagai sialoprotein.
10. Ovomacroglobulin sebagai antigenik kuat.
11. Avidin sebagai agen anti bakteri dan mengikat biotin.
5.1 Hasil Penelitian Sexing Menggunakan Kolom Putih Telur 

pada Sapi

Penentuan spermatozoa X dan Y didasarkan pada ukuran kepala 
spermatozoa, spermatozoa yang memiliki ukuran lebih kecil dari 
ukuran kepala rata-rata (33,35±13,72 µm) adalah spermatozoa 
Y. Persentase rata-rata spermatozoa Y pada lapisan atas adalah 
28,4±10%, sedangkan pada lapisan bawah 75,8±13% (Susilawati 
dkk., 2002).

Berdasarkan hasil penelitian Susilawati dkk. (2002) terlihat 
bahwa persentase spermatozoa Y lapisan atas lebih rendah dari 
persentase spermatozoa Y pada lapisan bawah. Hafez  and Hafez 
(2008) menyatakan hal ini disebabkan oleh perbedaan masa dan 
ukuran spermatozoa Y yang lebih kecil dibandingkan dengan 
spermatozoa X, sehingga pergerakan spermatozoa Y lebih cepat 
dan mempunyai daya penetrasi yang lebih tinggi untuk memasuki 
suatu larutan.

Penambahan kuning telur pada pengencer Tris aminomethane 
memberikan pengaruh nyata terhadap persentase spermatozoa 
Y baik pada lapisan atas maupun pada lapisan bawah. Hal ini 
menunjukkan bahwa kuning telur tidak menghambat kemampuan 
spermatozoa Y untuk menembus lapisan-lapisan pada putih 
telur dengan konsentrasi tinggi. Hal ini disebabkan oleh adanya 
asam sitrat pada pengencer, sehingga asam sitrat mengikat 
butir-butir lemak yang berasal dari kuning telur. Persentase 
spermatozoa Y tertinggi terdapat pada lapisan bawah 75,8±13 %, 
karena spermatozoa Y memiliki pergerakan lebih cepat dari pada 
spermatozoa X (Susilawati dkk., 2002)
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Motilitas rata-rata spermatozoa hasil pemisahan mengalami 
penurunan dibandingkan motilitas spermatozoa sebelum 
dipisahkan atau semen segar. Penurunan persentase motilitas 
ini sangat wajar terjadi, karena spermatozoa telah mengalami 
perlakuan mulai dari proses pemisahan sampai proses pencucian 
yang membutuhkan banyak energi untuk tetap mempertahankan 
kondisi	 fisiologi.	 Persentase	 motilitas	 spermatozoa	 setelah	
pemisahan dengan menggunakan Pengencer Tris aminomethane 
kuning telur pada lapisan atas sebesar 48±9,19%; sedangkan pada 
lapisan bawah sebesar 55±5,27%. Viabilitas sebesar 52,07±32,20%  
pada lapisan atas dan pada lapisan bawah sebesar 76,84±12,62%. 
Sesuai dengan tingginya persentase motilitas lapisan bawah pada 
Pengencer Tris aminomethane kuning telur, maka persentase hidup 
spermatozoa juga tinggi. Hal ini menunjukkan bahwa ada korelasi 
positif antara motilitas dengan persentase hidup spermatozoa. Hal 
ini disebabkan oleh pada lapisan bawah mempunyai kandungan 
putih telur yang tinggi, sehingga mempunyai kandungan albumin 
yang tinggi pula. Menurut Martin dkk. (1983) disitir oleh 
Pancahastana (1999) bahwa dalam albumin terdapat zat yang 
disebut lysozyme merupakan senyawa protein yang mengandung 
antibiotika yang dapat menghancurkan beberapa bakteri. Dalam 
hal ini, zat yang dapat membunuh spermatozoa yang mati. 
Disamping itu, kuning telur mampu melidungi membran kepala 
spermatozoa, sehingga dapat mengurangi penurunan persentase 
hidup spermatozoa.

Konsentrasi rata-rata setelah pemisahan pada tiap-tiap 
lapisan terdapat perbedaan yang besar, yaitu pada lapisan atas 
sebesar 44,4±21,71 juta/ml, sedangkan lapisan bawah sebesar 
139,7±40,82 juta/ml. Konsentrasi tertinggi terdapat pada lapisan 
bawah. Hal ini disebabkan oleh spermatozoa diinkubasi selama 20 
menit selama pemisahan. Spermatozoa akan berusaha menembus 
medium pemisah. Spermatozoa Y yang memiliki ukuran kepala 
lebih kecil akan mampu menembus sampai larutan 30% putih 
telur. Spermatozoa X yang memiliki ukuran kepala lebih besar 
berusaha menembus larutan 30% putih telur, tetapi tidak mampu 
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dan akhirnya berada pada lapisan tengah, sehingga pada lapisan 
atas konsentrasinya rendah (Susilawati dkk., 2002).

5.2 Hasil Penelitian pada Semen Kambing

Hasil pengamatan motilitas rata-rata spermatozoa hasil pemisahan 
dengan menggunakan Pengencer Tris aminomethane telur pada 
lapisan atas sebesar 50,5±5,50%, sedangkan lapisan bawah sebesar 
41±6,99% (Susilawati, 2002). Motilitas rata-rata spermatozoa 
lapisan bawah lebih rendah daripada motilitas spermatozoa lapisan 
atas. Hal ini karena spermatozoa lapisan bawah telah melewati dua 
lapisan, sehingga energi yang digunakan lebih banyak akibatnya 
akan menurunkan motilitas atau bahkan tidak bergerak sama 
sekali (Saili, 1999). Lapis bawah mengandung 30% putih telur dan 
akan meningkatkan viskositas pengencer, lebih lanjut Jaswandi 
(1992) menyebutkan bahwa kenaikan viskositas dalam pengencer 
cenderung untuk menurunkan motilitas dan daya tahan hidup 
spermatozoa.

Persentase hidup spermatozoa setelah pemisahan dengan 
Pengencer Tris aminomethane kuning telur pada lapisan atas 
sebesar 67,59±11,40%, sedangkan pada lapisan bawah sebesar 
70,39 ± 10,92% . Konsentrasi setelah pemisahan pada lapisan 
atas sebesar 1614±767,89 (x106/ml), sedangkan pada lapisan 
bawah sebesar 1244,9±687,48 (x106/ml). Hasil pengukuran besar 
kepala spermatozoa semen segar didapatkan rata-rata sebesar 
32,23±2,21 mm. Hasil pengukuran besar kepala spermatozoa 
tersebut digunakan sebagai dasar penentuan spermatozoa X dan Y. 
Spermatozoa yang memiliki ukuran lebih kecil dari ukuran kepala 
rata-rata adalah spermatozoa Y dan spermatozoa yang memiliki 
ukuran sama atau lebih besar dengan rata-rata adalah spermatozoa 
X. Persentase spermatozoa X pada lapisan atas sebesar 70,4±9,88% 
dan pada lapisan bawah sebesar 28,4±14,04%, sedangkan 
spermatozoa Y kebalikannya, yaitu pada lapisan atas sebesar 29,6 ± 
9,88 %  dan pada lapisan bawah sebesar 71,6±14,04% (Susilawati, 
2002). Purwoistri dkk (2014)  dan Ervandi dkk (2013) Pengencer 
andromed dan CEP-2 ditambah kuning telur 10% dapat menjaga 
membran spermatozoa hasil sexing dengan gradien albumin 
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(putih telur). Pengencer tersebut dapat menjaga spermatozoa 
yang memiliki integritas membran baik dan  spermatozoa yang 
belum terkapasitasi tetap tinggi, sedangkan spermatozoa yang 
terkapasitasi dan spermatozoa yang sudah mengalami reaksi 
akrosom dijaga tetap rendah.

Gambar 5.1 Proses Pemisahan Spermatozoa X dan Y dengan 
Menggunakan Putih Telur (Susilawati, 2002).



Sexing Menggunakan Albumin (Putih Telur) | 45

Tabel 5.2. Rincian Biaya untuk setiap proses sexing dengan metode 
sedimentasi putih telur

Rincian biaya setiap proses Albumin:
1. bahan & alat  penampungan = 101.500
2. bahan & alat pemeriksaan kualitas = 52.250
3. albumin = 4.500
4. andromed = 32.500
5. Biaya operator penampungan = 300.000
6. Biaya operator laboratorium = 900.000

1.390.750

Perolehan straw X/proses = 32 bh
Perolehan straw Y/proses = 32 bh

Harga produksi =         21.730 

Gambar 5.2 Skema Pemisahan Spermatozoa X dan Y dengan 
Menggunakan Putih Telur (Susilawati, 2002).
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APLIKASI TEKNOLOGI SEXING
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6.1 Uji Keberhasilan Kebuntingan hasil IB dengan semen sexing 
menggunakan metode Sentrifugasi Gradien Densitas Percoll

Keberhasilan IB di Indonesia menggunakan semen beku tanpa 
sexing saat ini sudah tidak diragukan lagi, dengan standar semen 
beku yang digunakan mengacu kepada SNI (Standar Nasional 
Indonesia) 01 - 4869.2 – 1998 dengan konsentrasi spermatozoa 
25 juta per straw. Sedangkan konsentrasi semen beku hasil 
sexing menggunakan sentrifugasi gradien densitas percoll  adalah 
spermatozoa X sebesar 6 juta dan Y 12 juta ( Susilawati, 2003).

Indikator keberhasilan IB dapat dilihat dari perolehan 
angka kebuntingan, Service per Conseption (S/C) dan persentase 
kebuntingan pada IB I atau Conseption Rate (CR). Salah satu faktor 
yang memengaruhi keberhasilan tersebut adalah deposisi semen 
pada alat reproduksi sapi betina, sehingga untuk dapat diaplikasikan 
secara luas perlu dilakukan uji  keberhasilan kebuntingan, juga 
ketepatan jenis kelamin anak sapi (pedet) yang dilahirkan.

Kegiatan penelitian  bertujuan untuk mengetahui perbedaan 
angka kebuntingan, S/C dan persentase kebuntingan pada IB ke 
I atau CR serta ketepan jenis kelamin pedet yang dilahirkan pada 
sapi Peranakan Ongole (PO) melalui IB dengan deposisi semen 
beku hasil sexing yang berbeda konsentrasi di posisi 4 (korpus 
uteri) dan 4+ (pangkal kornua uteri).

Penelitian dilakukan dua tahap, tahap pertama adalah 
pembekuan spermatozoa hasil sexing di Balai Inseminasi Buatan 
(BIB) Singosari, tahap kedua berupa percobaan dilakukan di 
peternakan sapi PO milik rakyat di Kecamatan Pakis Kabupaten 
Malang. Metode penelitian yang digunakan adalah percobaan 
dengan sampel sebanyak 60 ekor sapi PO induk yang diambil secara 
purposipe sampling dengan kriteria:  pernah beranak paritas 1–3, 
siklus birahi normal, tidak pernah mengalami gangguan reproduksi 



Aplikasi Teknologi Sexing | 49

atau distokia, anatomi alat reproduksinya normal, Body Condition 
Scor (BCS) antara 6–7 (skala 1–9 ) dan manajemen pemeliharaan 
yang relatif sama. Pelaksanaan penelitian menggunakan 6 (enam) 
perlakuan, dengan masing-masing ulangan 10 ekor sapi.

Variabel yang diamati adalah Non Return Rate (NRR), S/C, 
CR dan angka kebuntingan. NRR adalah persentase sapi betina 
akseptor IB yang tidak kembali lagi birahi selama 20–60 hari atau 
60–90 hari pasca pelaksanaan IB (Partodihardjo, 1982). S/C adalah 
banyaknya dosis straw yang dipergunakan untuk memperoleh 
sejumlah kebuntingan pada kelompok akseptor IB. sedangkan 
CR merupakan jumlah akseptor yang bunting pada IB ke I dibagi 
jumlah semua akseptor kali 100%. Penjelasan S/C dan CR dapat 
dirumuskan sebagai berikut :

Prosedur Kegiatan
•	 Pelaksanaan IB pada sapi yang terpilih dan benar-benar 

menunjukkan tanda-tanda birahi sempurna seperti: suara 
melenguh, vulva bengkak, keluar lendir transparan dan gelisah.

•	 IB dilakukan sesuai dengan perlakuan (posisi 4 dan 4+).
•	 IB dengan semen X dilakukan dengan dobel dosis (2 kali 

memasukkan insemination gun @ 6 juta/dosis), sedangkan 
semen Y dilakukan dosis tunggal (12 juta ).

•	 Pengamatan kebuntingan melalui NRR dilakukan pada hari ke 
21, 42, 63 setelah IB.

•	 Sapi yang kembali birahi setelah IB ulang 3 kali dianggap gagal.
•	 Sapi yang dianggap bunting karena tidak birahi lagi sampai 

dengan NRR ke-3, untuk lebih memastikan akurasinya 
dilakukan pemeriksaan kebuntingan dengan palpasi rektal.
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Analisa Data
Data pengamatan yang diperoleh dianalisa secara statistik 

menggunakan uji  Chi-Kuadrat (X²), yaitu tingkat kebuntingan dari 
masing-masing perlakuan IB pada sapi PO dengan semen beku hasil 
sexing metode sentrifugasi gradien densitas percoll berkromosom 
X, Y dan tanpa sexing (XY). Pengamatan kebuntingan dievaluasi 
melalui NRR (0–30) hari, (30–60) hari dan (60–90) dan palpasi 
rektal. Menurut Sudjana (1990), Uji X² pada dasarnya adalah 
pengujian yang membandingkan antara frekuensi observasi, yaitu 
data pengamatan yang diperoleh saat melakukan penelitian dengan 
frekuensi harapan.

Persentase motilitas spermatozoa hasil sexing menggunakan 
metode sentrifugasi gradien densitas Percoll ditampilkan pada, 
Tabel 6.1.
Tabel 6.1. Data Persentase Motilitas Spermatozoa

Variabel
Spermatozoa X
( % )

Spermatozoa Y
( % )

Kontrol
( % )

Semen segar 75 75 75
Setelah sexing 55 55 -
Setelah thawing 35 40 40

-------------------------------------------------------------------------------------

Semen segar yang  digunakan  untuk  sexing memiliki pH 
6,5; volume 7,2 cc, dan konsentrasi 1.419,2 juta. Setelah dilakukan  
sexing dan pembekuan, spermatozoa mengalami penurunan  
motilitas. Persentase motilitas spermatozoa X dan Y setelah 
pemisahan adalah 55%. Setelah dilakukan thawing, persentase 
motilitas X menurun menjadi 35%  sedangkan spermatozoa Y   
menjadi 40%. Hasil tersebut menunjukkan bahwa spermatozoa 
hasil sexing mempunyai konsentrasi di bawah standar SNI,  yang 
meliputi konsentrasi spermatozoa 25 juta dengan motilitas 40% 
dan abnormalitas < 20%.

Pelaksanaan IB menggunakan semen beku hasil sexing yang 
mengandung spermatozoa X dengan 10 ekor sapi pada posisi 4 
menghasilkan 6 ekor (60%) yang bunting, sedangkan di posisi 
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4+ juga menghasilkan 6 ekor (60%). Tampak perlakuan deposisi 
semen tidak berpengaruh terhadap angka kebuntingan, berarti 
posisi doposisi tidak memengaruhi perjalanan spermatozoa X 
didalam proses fertilisasi, hal ini karena spermatozoa X mempunyai 
ketahanan hidup lebih tinggi dibandingkan dengan spermatozoa Y  
karena materi genetic yang dikandung dalam kepala spermatozoa 
X lebih banyak dari pada spermatozoa Y. Sesuai dengan pendapat 
Hafez (2008) Spermatozoa lebih tahan hidup disbanding 
spermatozoa Y.

Deposisi semen beku hasil sexing yang mengandung 
spermatozoa Y di posisi 4 menghasilkan 7 ekor (70%) yang 
bunting, sedangkan di posisi 4+  menghasilkan 8 ekor (80%). Angka 
kebuntingan ini lebih tinggi dibandingkan dengan IB spermatozoa 
X, Hal ini karena pada spermatozoa X konsentrasi yang di-IB-kan 
lebih rendah yaitu 6 juta dengan doble dosis, sehingga  fakta ini 
menunjukkan bahwa konsentrasi 12 juta/straw tidak sama dengan  
6 juta/straw dengan dobel dosis, selain itu juga karena spermatozoa 
Y geraknya lebih cepat menuju tempat fertilisasi.

Sebagai perbandingan IB menggunakan spermatozoa tanpa 
sexing (XY) baik di posisi 4 atau 4+, menghasilkan kebuntingan yang 
sama dengan IB menggunakan spermatozoa Y. Hal ini dimungkinkan 
karena konsentrasi spermatozoa tanpa sexing (XY) jumlahnya 
mencapai 25 juta/straw, sehingga kompetisi spermatozoa dalam 
hal mengadakan pembuahan peluangnya lebih besar. Sedangkan 
spermatozoa Y dengan konsentrasi 12 juta/straw mempunyai 
kelebihan yaitu lebih ringan dan gerakannya lebih cepat menuju 
ovum. Selain itu waktu pelaksanaan IB, untuk sapi-sapi yang 
menggunakan spermatozoa Y mungkin lebih tepat dibandingkan 
dengan yang lain.

Analisa data dengan uji chi-kuadrat (X²) menunjukkan bahwa 
angka kebuntingan dengan semen beku hasil sexing di posisi 4 
dan 4+ tidak berbeda nyata (P>0,05) dengan semen beku tanpa 
sexing. Hal ini menunjukkan bahwa angka kebuntingan melalui 
IB menggunakan semen beku hasil sexing dengan konsentrasi 
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rendah di posisi 4 dan 4+  dapat mendekati bahkan sama khususnya 
spermatozoa Y dibanding dengan hasil IB semen beku tanpa sexing.  
Data kebuntingan, perhitungan CR dan S/C dapat dilihat pada tabel 
6.2.

Tabel 6.2 Hasil Angka Kebuntingan, Perhitungan CR dan S/C pada 
berbagai perlakuan

Pelaksanaan IB Bunting Tidak 
Bunting

CR (%) S/C

Spermatozoa X (4) 6 4 50 2.00
Spermatozoa X (4+) 6 4 50 1.83
Spermatozoa Y (4) 7 3 70 1.42
Spermatozoa Y (4+) 8 2 80 1.25
Spermatozoa XY (4) 7 3 70 1.42
Spermatozoa XY (4+) 8 2 80 1.25

-------------------------------------------------------------------------------------

Hasil perhitungan CR untuk spermatozoa X sebesar 50% 
dengan S/C 2,00 di posisi 4, dan CR 50% dengan S/C 1,83 di posisi 4+ 
lebih rendah dibandingkan dengan CR dan S/C untuk spermatozoa 
Y. Pada posisi 4 CR 70% dengan S/C 1,42 dan di posisi 4+ CR 80% 
dengan S/C 1,25. Sama halnya dengan spermatozoa XY, CR pada 
posisi 4 sebesar 70% dengan S/C 1,42 dan pada posisi 4+  CR 80% 
dengan S/C 1,25.

Berdasarkan pengamatan tersebut, CR dan S/C pada hasil 
IB dengan spermatozoa Y dapat dikatakan baik dan masih dalam 
kisaran normal, sesuai dengan pendapat Hardjopranjoto (1995) 
yang	menyatakan	bahwa	efisiensi	 reproduksi	dikatakan	baik	 jika	
CR dapat mencapai 65%–75%.  Toelihere (1993), menambahkan 
bahwa S/C normal adalah 1,6–2,1 dan semakin rendah nilainya 
maka semakin tinggi pula nilai kesuburannya. Hasil tersebut 
menurut Susilawati (2003b) lebih baik dari pada menggunakan 
semen sexing dengan metode gradien putih telur.

 Rendahnya CR dan S/C semen beku yang mengandung 
spermatozoa X kemungkinan disebabkan oleh angka motilitas 
daripada spermatozoanya, atau menurunnya kualitas straw 
akibat dari handling yang kurang baik sehingga untuk sampai di 
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tingkat peternak yang terlalu jauh pada saat pelaksanaan IB sudah 
menurun. Juga menurut Susilawati (2001b) spermatozoa setelah 
mengalami proses sentrifugasi banyak yang mengalami kerusakan 
membran, sehingga akan menurunkan kualitasnya.

Menurunnya kualitas straw tersebut terlihat pada saat 
dilakukan thawing, ada sebagian straw yang melayang di air 
yang menunjukkan bahwa volume udara di dalam straw tersebut 
lebih banyak dibanding dengan yang normal. Faktor lain yang 
memengaruhi rendahnya CR dan S/C adalah umur sapi. Hal ini 
sesuai dengan pendapat Hafez (2008) yang menyatakan bahwa 
semakin tua umur seekor sapi maka akan semakin menurun angka 
kebuntingannya. Hunter (1995), menambahkan bahwa sapi yang 
berumur 6–7 tahun dan lebih besar dari 7 tahun, memiliki fertilitas 
yang lebih rendah dibandingkan sapi yang lebih muda, dan memiliki 
persentase kegagalan kebuntingan sebesar 10%.

Hasil IB menggunakan semen beku sexing yang mengandung 
spermatozoa X lebih rendah bila dibandingkan dengan IB 
menggunakan spermatozoa tanpa sexing (XY). Akan tetapi IB 
menggunakan semen beku sexing yang mengandung spermatozoa 
Y menghasilkan kebuntingan yang sama dengan IB menggunakan 
semen beku tanpa sexing. Secara umum IB dengan spermatozoa 
X maupun Y, bila dibandingkan dengan XY dapat dikatakan lebih 
baik, karena semen beku hasil sexing tersebut konsentrasinya lebih 
rendah.  Konsentrasi spermatozoa X hanya 6 juta dengan total 
spermatozoa motil  2,1 juta dengan pelaksanaan IB 2 dosis, dan 
konsentrasi spermatozoa Y hanya 12 juta dengan total spermatozoa 
motil 4,8 juta. Keadaan yang demikian mampu menghasilkan 
kebuntingan yang hampir sama dengan kebuntingan yang 
dihasilkan melalui IB menggunakan semen beku tanpa sexing yang 
berkualitas standart SNI yakni konsentrasi 25 juta dengan motilitas 
40% sehingga mempunyai jumlah spermatozoa motil sebesar 
10 Juta per dosis. Hal ini kemungkinan disebabkan karena daya 
fertilitas dan kemampuan bertahan hidup spermatozoa di dalam 
saluran alat kelamin betina yang lebih baik, tingkat kemahiran 
ketrampilan Inseminator, ketepatan diagnosa keberadaan folikel de 
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Graaf pada ovarium, dan ketepatan deposisi spermatozoa. Sehingga 
walaupun dengan jumlah spermatozoa yang motil hanya 2,1 juta 
dengan pelaksanaan IB 2 dosis dan 4,8 juta mampu menghasilkan 
kebuntingan. Hafez (2008) menyatakan bahwa walaupun jutaan 
spermatozoa dideposisikan pada saluran kelamin betina, hanya 
sedikit spermatozoa yang mampu bertahan hidup dan membuahi 
ovum di tempat fertilisasi. Keterampilan Inseminator dan rata-
rata 9,67 ± 2,005 jam pelaksanaan IB setelah ternak menunjukkan 
birahi menggunakan spermatozoa X dan Y berpengaruh terhadap 
keberhasilan kebuntingan. Hafez (2008) menyatakan bahwa 
keberhasilan kebuntingan dengan IB dipengaruhi oleh kualitas 
semen, ketrampilan peternak, ketrampilan Inseminator dan 
ketepatan waktu mengawinkan sapi.

Kembali birahinya sapi setelah di IB disebabkan oleh 
beberapa faktor antara lain, karena kurangnya perhatian peternak 
terhadap deteksi birahi dan keterlambatan saat melapor sehingga 
dapat menyebabkan keterlambatan saat melaksanakan IB.  Musim 
kemarau pakan yang diberikan kualitasnya jelek, sehingga dapt 
menyebabkan kembalinya sapi birahi lagi dan berakibat rendahnya 
CR dan S/C.

Jenis kelamin pedet yang dilahirkan sesuai dengan perlakuan 
terdapat pada tabel 6.3. Berdasarkan pada hasil jenis spermatozoa 
setelah dilakukan sexing dengan metode sentrifugasi gradient 
densitas percoll didapatkan 89% spermatozoa X pada lapisan 
bawah, sedangkan pada lapisan atas didapat spermatozoa Y 89%. 
Hal ini bila dibandingkan dengan data jenis kelain anak yang 
dihasilkan masih sesuai dengan harapan atau perkiraan. Yaitu 
pada spermatozoa X pada posisi 4 didapatkan 100% betina, sedang 
posisi 4+  83% betina.

Tabel 6.3 Jenis kelamin anak yang dilahirkan pada berbagai 
perlakuan

Pelaksanaan IB Betina Jantan
Spermatozoa X (4) 6 (100%) 0%
Spermatozoa X (4+) 5 (83%) 1 (17%)
Spermatozoa Y (4) 2 (29 %) 5 (71%)
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Pelaksanaan IB Betina Jantan
Spermatozoa Y (4+) 2 (25%) 6 (75%)
Spermatozoa XY (4) 4 (57%) 3 ( 43%)
Spermatozoa XY (4+) 4 (50%) 4 (50%)

-------------------------------------------------------------------------------------

Pada spermatozoa Y pada posisi 4 didapatkan anak jantan 
71%, sedangkan pada posisi 4+ didapatkan 75%, data menunjukkan 
ketepatan jenis kelamin jantan masih lebih rendah dibandingkan 
proporsi spermatozoa Y yaitu 87%.

Dari Hasil tabel 6.3 menunjukkan bahwa pada posisi 4+ 
memppunyai kecenderungan menghasilkan anak jantan, hal ini 
karena spermatozoa Y mempunya motilitas lebih cepat disbanding 
spermatozoa X, sehingga apabila posisi IB lebih dekat dengan oosit 
(posisi 4+), maka akan memungkinkan terjadinya anak jantan, 
pernyataan ini ditunjang oleh pendapat Hafez (2008) bahwa 
spermatozoa Y mempunyai motilitas lebih cepat disbanding 
spermatozoa X.

Berdasarkan hasil penelitian tersebut, dapat disimpulkan 
bahwa (1) IB menggunakan spermatozoa Y yang mempunyai 
konsentrasi 12 juta ,  menghasilkan kebuntingan yang sama dengan 
tanpa sexing dengan konsentrasi 25 juta, sedangkan spermatozoa 
X dengan konsentrasi 6 juta dengan doble dosis hasilnya lebih 
rendah, begitu juga dengan cervis per conception. (2) Hasil IB 
dengan spermatozoa X menghasilkan anak betina sesuai dengan 
proporsi spermatozoa X yaitu diatas 80% (dari masing-masing 10 
ekor), sedangkan menggunakan spermatozoa Y dihasilkan anak 
jantan lebih rendah dari proporsi spermatozoa Y, yaitu hanya 
sekitar 75%. (3) Deposisi semen pada posisi 4+ meningkatkan 
keberhasilan kebuntingan dan jumlah anak yang jantan.

6.2 Uji keberhasilan kebuntingan IB semen  hasil sexing dengan 
gradien putih telur

IB dengan menggunakan semen sexing dengan menggunakan putih 
telur pada lapisan atas yang mempunyai populasi spermatozoa X 
banyak berhasil memberikan kebuntingan sebanyak 80 persen.  
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Tampaknya antara  spermatozoa X dan Y tidak terdapat perbedaan, 
yang menyebabkan masalah adalah  pengemasan didalam strawnya, 
sehingga banyak straw yang rusak, dengan demikian menyebabkan 
penurunan motilitas.

Dalam penelitian ini menggunakan teknik Deep Inseminasion 
yaitu melakukan IB pada posisi di dalam uterus dan melihat hasilnya 
pada semen sexing beku maupun yang bukan sexing menghasilkan 
kebuntingan yang tinggi, walaupun hasil evaluasi motilitas 
spermatozoa hanya sekitar 30–40%. Sehingga dapat dikatakan 
bahwa IB dengan sexing tidak menjadi kendala keberhasilan 
kebuntingannya, sehingga memungkinkan untuk di aplikasikan di 
masyarakat.

Deteksi kebuntingan dapat dilakukan dengan beberapa cara 
namun yang sering digunakan adalah dengan NRR yakni suatu 
indikator ternak tidak menunjukkan berahi lagi setelah di IB dalam 
waktu 20–60 hari atau 60–90 hari. NRR yang digunakan dalam 
penelitian ini adalah NRR 21, 42, 63 hari. Hal ini sesuai dengan 
pendapat Toelihere (1985) bahwa NRR 21, 41, 63 hari merupakan 
suatu perbandingan jumlah sapi PO yang di IB dengan jumlah sapi 
PO  yang minta di IB lagi dalam periode tersebut. Hasil NRR 21, 42, 
63 hari dapat dilihat pada Tabel 6.4.

Tabel 6.4 Evaluasi Keberhasilan Kebuntingan Menggunakan 
Metode NRR 21, 42, 63 hari. Hasil IB menggunakan semen 
sexing dengan sedimentasi putih telur

Semen
Jumlah (ekor) NRR (%)

21 42 63
Spermatozoa Y 10 100 90 70
Spermatozoa X 10 40 30 20
Beku/Kontrol 10 100 100 90

-------------------------------------------------------------------------------------

Pengukuran keberhasilan kebuntingan dengan NRR 21, 42, 
63 hari berpedoman pada asumsi sapi PO yang tidak kembali berahi 
lagi atau Non Return Rate dianggap telah bunting setelah di IB. Dari 
hasil tabel 6.5 memperlihatkan bahwa sapi PO yang di IB berjumlah 
30 ekor. IB menggunakan spermatozoa Y 10 ekor didapatkan 
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NRR 21 hari 100% ternak bunting, NRR 42 hari didapatkan 90% 
ternak bunting dan NRR 63 hari didapatkan 70% ternak bunting. 
Sedangkan IB yang menggunakan spermatozoa X berjumlah 10 
ekor didapatkan NRR 21 hari 40% ternak bunting, NRR 42 hari 
didapatkan 30% ternak bunting dan NRR 63 hari didapatkan 20% 
ternak bunting.

IB yang menggunakan spermatozoa Y pada NRR 42 hari 
terdapat 1 ekor sapi PO yang menunjukkan berahi lagi. Hal ini 
disebabkan sapi terpeleset dan jatuh saat naik ke tempat pakan, 
dimana faktor ini menjadi penyebab kegagalan kebuntingan. 
Faktor nutrisi dapat juga sebagai faktor timbulnya berahi lagi. 
NRR 63 hari terdapat 3 ekor sapi yang menunjukkan tanda-tanda 
berahi lagi. Hal ini dimungkinkan terjadinya abortus dan faktor 
pakan dimana selama pengamatan terhadap pakan yang diberikan 
kurang  dalam hal kandungan nutrisi. Bearden and Fuquay (1989) 
mengungkapkan bahwa sapi yang bunting dapat mengalami 
kematian embrio, abortus, mumificatio foetus dan faktor nutrisi 
dimana kekurangan protein dalam ransum ternak betina dapat 
mengakibatkan timbulnya berahi yang lemah, kawin berulang, 
kematian embrio dini dan absorbsi embrio yang mati oleh dinding 
uterus. Kemungkinan lain disebabkan terjadinya berahi lagi 
meskipun ternak sedang bunting.

Pengamatan NRR setelah IB menggunakan spermatozoa X 
hasilnya lebih rendah daripada IB dengan spermatozoa Y. NRR 21 
hari didapatkan 40% ternak yang bunting, NRR 42 hari  didapatkan 
30% ternak bunting dan NRR 63 hari didapatkan 20% ternak 
bunting. Faktor yang dapat memengaruhi kegagalan tersebut 
kemungkinan dikarenakan abortus dan mutu pakan yang diberikan 
pada sapi PO bunting kekurangan energi, vitamin, mineral 
dan protein sehingga dapat mengakibatkan anestrus, kondisi 
lingkungan dimana sanitasi kandang  kurang baik. Kemungkinan 
lain yang terjadi disebabkan ternak berahi lagi meskipun sedang 
bunting. Hardjopranjoto (1995) menyatakan bahwa kawin 
berulang dapat terjadi pada ternak betina yang masih dara atau 
induk yang sudah beberapa kali dikawinkan dan 3-5% ternak yang 
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bunting menunjukkan kemunculan berahi lagi, hal ini disebabkan 
ada kelainan dalam sistem hormonal.

Diagnosa kebuntingan setelah pengamatan NRR yang 
dilakukan dalam penelitian ini adalah dengan metode palpasi 
rektal. Palpasi rektal dilakukan pada umur kebuntingan 90 hari 
(3 bulan), hal ini merupakan cara yang paling cepat dan mudah 
dilakukan dalam deteksi kebuntingan. Palpasi rektal pada 35–
40 hari kebuntingan lebih membutuhkan kemahiran pada fase 
berikutnya namun demikian bila ketepatan hasil yang diperoleh 
pada fase ini, maka akan memberikan nilai ekonomis yang lebih 
tinggi. Hasil pemeriksaan kebuntingan umur 3 bulan didapatkan 
8 ekor (80%) sapi bunting dari 10 ekor yang di IB dengan semen 
beku sexing (spermatozoa Y), untuk sapi yang di IB dengan semen 
beku sexing (spermatozoa X) didapatkan 8 ekor (80%) sapi 
yang bunting dari 10 ekor sapi. Untuk mengetahui keberhasilan 
kebuntingan ini adanya suatu kontrol yaitu digunakan 10 ekor sapi 
yang di IB menggunakan semen beku tanpa sexing didapatkan hasil 
9 ekor (90%) ternak bunting.

Hasil analisa data dengan uji Chi-Square (c2) menunjukkan 
bahwa keberhasilan kebuntingan IB menggunakan semen beku 
hasil sexing dengan metode gradien putih telur dan IB menggunakan 
semen beku kontrol tidak berbeda nyata (P³ 0,01). Hal ini dapat 
ditunjukkan bahwa keberhasilan kebuntingan hasil IB semen beku 
hasil sexing sudah dapat mendekati hasil IB semen beku tanpa 
sexing. Data lebih jelas dapat dilihat pada Tabel 6.5.

Tabel 6.5. Evaluasi Kebuntingan dengan Angka Conception Rate 
(C/R) dan Service per Conception (S/C). Hasil IB 
menggunakan semen sexing dengan sedimentasi putih 
telur 

Semen
Bunting
(Ekor)

Tidak Bunting
(Ekor)

C/R (%)
S/C

Spermatozoa Y 8 2 50 1,75
Spermatozoa X 8 2 20 2,10
Beku/Kontrol 9 1 80 1,20
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Perhitungan C/R untuk spermatozoa Y 50% dan S/C 1,75% 
lebih rendah dari hasil spermatozoa X dimana C/R 20% dan 
S/C 2,1%. Untuk semen beku kontrol C/R 80% dan S/C 1,2%, 
hal ini kemungkinan adanya pengaruh pakan yang diberikan 
kurang, sehingga kondisi tubuh ternak menurun dan ada semen 
yang digunakan kualitasnya mengalami penurunan. Toelihere 
(1985) menyatakan bahwa besarnya nilai jumlah perkawinan 
per kebuntingan dipengaruhi oleh kurang terampilnya petugas 
inseminator di lapang dan rendahnya kualitas semen.

Pemeriksaan kebuntingan dengan palpasi rektal terdapat 
sapi yang tidak bunting, hal ini dikarenakan pengamatan di saat 
NRR kurang tepat adanya berahi pendek 2–3 jam dan kemungkinan 
sapi mengalami berahi tenang (silent heat). Hal ini sesuai dengan 
pendapat Hardjoprajoto (1995) bahwa rendahnya keberhasilan IB 
di daerah tropis disebabkan rendahnya ketepatan deteksi berahi, 
hal ini didukung juga oleh kenyataan bahwa sapi zebu kurang 
memberikan tampilan berahi yang nyata (silent heat) dan sering 
mengalami berahi pendek 2-3 jam.





BAB VII 
------------------------------------- 

METODE SEXING PADA UNGGAS: 
STUDI PUSTAKA DAN ROADMAP 

PENELITIAN
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S exing pada unggas merupakan salah satu teknologi yang 
sangat dibutuhkan oleh industri peternakan unggas 
terutama pada unit breeding, hal ini karena industri 

peternakan ayam dapat dibedakan untuk produksi daging dan 
produksi telur. Usaha peternakan ayam untuk produksi daging 
dibutuhkan ayam dengan jenis kelamin jantan karena memiliki 
kecepatan pertambahan badan lebih tinggi dibandingkan ayam 
yang berjenis kelamin betina, Sedangkan untuk industri peternakan 
ayam petelur dibutuhkan ayam betina yang nantinya akan sebagai 
penghasil telur. Oleh sebab itu sexing ayam sedini mungkin 
sangatlah dibutuhkan, sedangkan hingga saat ini sexing dilakukan 
pada ayam yang telah menetas. Pada bab ini dibahas kajian teori 
yang memungkinkan untuk dilakukan penelitian untuk menseleksi 
telur tetas agar didapatkan telur yang mengandung anak dengan 
jenis kelamin sesuai harapan, kajian teoritis ini diharapkan dapat 
memotivasi para peneliti untuk mewujudkan ide dilakukannya 
penelitian tentang sexing pada ayam.

7.1 Jenis-Jenis Ayam

Ayam berdasarkan fungsinya dikenal  adalah : (1) ayam pedaging 
atau ayam potong (broiler), untuk dimanfaatkan dagingnya; (2) 
ayam petelur (layer), untuk dimanfaatkan telurnya; (3) ayam hias 
atau ayam timangan (pet, langenan), untuk dilepas di kebun/taman 
atau dipelihara dalam kurungan karena kecantikan penampilan 
atau suaranya (misalnya ayam katai dan ayam pelung; ayam bekisar 
dapat pula digolongkan ke sini meskipun bukan ayam peliharaan 
sejati); (4) ayam sabung, untuk dijadikan permainan sabung 
ayam. Istilah ayam sayur dipakai untuk ayam kampung atau ayam 
aduan yang selalu kalah, dan tidak diseleksi khusus sebagai ayam 
pedaging.
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Ayam peliharaan berasal dari domestikasi ayam hutan 
merah (ayam bangkiwa, Gallus gallus) yang hidup di India. Namun 
demikian, pengujian molekular menunjukkan kemungkinan 
sumbangan plasma nutfah dari G. sonneratii, karena ayam hutan 
merah tidak memiliki sifat kulit warna kuning yang menjadi salah 
satu ciri ayam peliharaan.

Berdasarkan ras, di Indonesia dikenal istilah ayam ras dan 
ayam bukan ras (buras atau kampung). Dalam pengertian “ayam 
ras” menurut istilah itu yang dimaksud sebenarnya adalah ras 
yang dikembangkan untuk usaha komersial masal, seperti Leghorn 
(“lehor”). Ke dalam kelompok ayam buras, terdapat pula ras lokal 
ayam yang khas namun tidak dikembangkan untuk usaha komersial 
masal. Ayam-ayam ras lokal sekarang mulai dikembangkan 
(dimurnikan) sebagai ayam sabung, ayam timangan (pet), atau 
untuk acara ritual. Berikut ini adalah ras lokal ayam di Nusantara 
yang telah dikembangkan untuk sifat/penampilan tertentu:
1. Ayam Pelung, ras lokal dan unggul dari Priangan (Kabupaten 

Cianjur) yang memiliki kokokan yang khas (panjang dan 
bernada unik), termasuk ayam hias;

2. Ayam Kedu (termasuk ayam cemani), ras lokal dan mulia dari 
daerah Kedu, dengan ciri khas warna hitam legam hingga 
moncong dan dagingnya, termasuk ayam pedaging dan ayam 
hias;

3. Ayam Nunukan, ras lokal dan mulia dari Nunukan (Kalimantan 
Timur), dengan bentuk badan tegap dan ukuran besar, 
keturunan ayam aduan, termasuk ayam pedaging dan hias.

7.2. Identifikasi dan Pengaturan Jenis Kelamin Pada Ayam

Jenis kelamin ternak ditentukan oleh gen yang terdapat pada 
salah satu sex chromosom. Pada mammalia yang menentukan jenis 
kelamin adalah kromosom Y, sedangkan pada kelompok burung 
pada jantan berkromosom ZZ (homogametik ), sedangkan betina 
ZW (hetero gemetik) (Ellegren, 2001 ; Hafez and Hafez, 2008; 
Froman, Kirby and Proudman, 2000). Gen yang menentukan jenis 
kelamin pada ternak jantan adalah gen SRY (sex determining region 
Y gene)	 (Griffiths,	 1991).	 Sedangkan	 pada	 bangsa	 burung	 yang	
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menentukan jenis kelamin ada gen yang berada didalam locus yang 
belum diketahui fungsi pengaturannya (Ellegren, 2001).

Hingga saat ini belum diketahui dengan jelas gen mana yang 
mengatur	 jenis	 kelamin,	 dilain	 fihak	 telah	 berhasil	 diidentifikan		
protein pada kelompok burung betina yaitu W–linked PKC1W 
gene yang dapat mengekspresikan pembentukan gonad betina. 
Akan tetapi belum jelas pengaturan pertumbuhan gonad oleh  gen 
DMRT1 dan PKC1W (Ellegren, 2001) .

Gen DMRT1 mengekspresikan genital ridge dan saluran 
Wolffian	 pertumbuhan	 alat	 reproduksi	 jantan	 pada	 tahap	 ke	 25	
(Reymon et al ;1999), DMRT diekspresikan pada burung jantan 
yang telah dewasa (Shan et al, 2000).  Biosintesis dan sekresi 
hormon gonadal berpengaruh terhadap differensiasi gonad. 
Pembentukan gonad (gonadogenesis) dipengaruhi oleh hormon 
exogenous. Pertumbuhan gonad pada burung lebih labill sehingga 
dapat dipengaruhi oleh manipulasi hormon. Perubahan jenis 
kelamin dapat dilakukan dengan injeksi telur dengan estrogen 
atau oleh produksi estrogen. Eksperimen banyak dilakukan pada 
critical role untuk sintesis estrogen dalam sex determinasi (Scheib 
et al, 1983). Sinthetic inhibitors pada enzim sintetis estrogen, 
aromatase, dapat menyebabkan betina menjadi jantan secara 
permanen (Elbrecht et al., 1992) . Gonad sebelah kanan untuk 
pembentukan jantan dan gonad sebelah kiri akan membentuk testis 
(Vaillant et al, 2001) dan (Smith et al , 2003) . Unggas jantan yang 
berkromosom ZZ diberi perlakuan estrogen akan menjadi betina 
akan tetapi tidak permanen. Terdapat 2 tahap akhir suatu sintesis 
estrogen	 adalah	 P-450	 aromatase	 dan	 17β	 HSD	 diekspresikan	
hanya pada ZW yang mempunyai gonad betina yang mengalami 
diferensiasii morfologi (hari ke 6-6,5, stage 29-30) (Kabayashi et 
al  ,1998); (Smith et al, 1997) dan Nishikimi et al (2000). Enzim ini 
diekspresikan oleh modulary cord pada gonad betina, enzim yang 
lain pada steroidogenic pathway yang diekspresikan pada medula 
pada kedua jenis kelamin (Nishikimi et al, 2000). Aromatase dan 
17β	HSD	adalah	kunci	dari	komponen	sexual dimorphic, yang dapat 
dilihat pada Gambar 7.1.
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Secara logis bahwa gen W linked pada penentuan jenis 
kelamin	 betina	 yang	mengaktivasi	 aromatase	 dan	 17β	HSD	 yang	
diekspresikan secara awal pada pembentukan alat kelamin betina. 
Akan tetapi tidak konsisten pada peran hormon androgen pada 
awal pembentukan jantan. Testosteson dan DHT tidak berpengaruh 
pada pembentukan telur dan reseptor androgen diekspresikan 
pada akhir dalam pembentukan gonad.

Estradiol berpengaruh selama perkembangan gonad dan 
terdapat reseptor yang menarik estrogen receptor alpha	 (Erα)	
diekspresikan pada kedua jenis kelamin untuk diferensiasi sex 
dalam embrio ayam (smith et al, 1997). Ekspresi tampaknya 
dimulai dari gonadal cortex. Ekspresinya adalah pengaturan di 
dalam proses pertumbuhan jantan, pada betina juga di dalam 
gonad sebelah kiri (smith et al, 1997 dan Andrew et al, 1995). 
Pertumbuhan gonad selama proses embryogenesis tampaknya 
resisten terhadap sex steroid akan tetapi deferensiasi dapat terjadi 
tanpa adanya steroidogenesis (Jost , 1970;Hu et al, 2002).

Gambar 7.1. Gambaran gen selama proses diferensiasi gonad pada 
embrio ayam.
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Jenis kelamin jantan atau betina pada saat embryo dapat 
berubah, sehingga bisa terjadi pembentukan testis saat embryo 
pada embryo betina kromosom ZW (Maraud, 1990). Pada 
embryo berkromosom ZW dapat berkembang testis, sehingga 
disekresikan Anti-Mullerian Hormone (AMH). AMH adalah hormon 
glikoprotein yang dihasilkan dan disekresikan oleh sel sertoli 
untuk pertumbuhan testis. AMH menyebabkan saluran muller 
pada jantan mengalami regresi, gen AMH tidak terekspresikan 
pada embryo betina (Behringer, 1994). Pada ayam AMH dari gonad 
mengekspresikan diferensiasi dikedua jenis kelamin dan pada 
jantan lebih tinggi (Nisikimi, 2000 dan Smith, 1999).

7.3. Metode Sexing Pada Ayam

Sexing Day Old Chicken (DOC) bisa dilakukan dengan dua metode: 
1) sexing kloaka atau 2) sexing bulu. Setiap metode memiliki 
kesulitannya masing-masing sehingga jarang digunakan oleh 
pemilik peternakan skala kecil. Sexing kloaka didasarkan pada 
identifikasi	visual	jenis	kelamin	berdasarkan	bentuk	organ	seksual.	
Sexing bulu didasarkan pada perbedaan antara karakteristik pada 
saat menetas.

Sexing kloaka pada ayam saat menetas memiliki tingkat 
kesulitan tersendiri yang menjadikannya cenderung lebih susah 
dibandingkan menentukan jenis kelamin jenis hewan lainnya. 
Alasannya karena organ seksual unggas terletak di dalam 
tubuhnya dan tidak mudah dibedakan. Organ kopulatori ayam 
bisa	 diidentifikasi	 apakah	 berjenis	 kelamin	 jantan	 atau	 betina	
dari bentuknya, namun ada lebih dari 15 perbedaan bentuk untuk 
diperhatikan. Sexing bulu berdasarkan adanya karakteristik 
yang membedakan antara ayam jantan dan betina. Metodenya 
sangat mudah dipelajari oleh anak kandang, namun kemunculan 
bulu ditentukan oleh sifat-sifat genetik terseleksi yang biasanya 
tampak pada strain ayam. Kebanyakan strain ayam tidak memiliki 
karakteristik sexing bulu dan pertumbuhan bulu dari kedua jenis 
kelamin muncul identikal (hampir sama).
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Metode paling sesuai dari sexing ayam yang dilakukan oleh 
para pemilik peternakan yaitu memelihara unggas sampai mulai 
menunjukkan karakteristik sekunder alami dari jenis kelaminnya. 
Pada jantan, jengger dan pialnya akan lebih besar dibandingkan 
betina dan kepala jantan akan lebih cekung dan terlihat maskulin. 
Betina akan tumbuh lebih lambat dibanding jantan dan lebih jernih 
serta terlihat feminin. Pada beberapa varietas, bulu dari tiap jenis 
kelamin akan berkembang sesuai karakteristik pola warna yang 
mengidentifikasinya.	Varietas	unggas	ini	sama	dengan	strain	sexing	
bulu yang disebutkan di atas. Sexing berdasarkan karakteristik 
seksual sekunder biasanya tampak saat ayam berumur 4 hingga 6 
minggu (Anonimous, 2008)

Chick sexing adalah proses seleksi ayam berdasarkan jenis 
kelamin. Proses menyeleksi jenis kelamin anak ayam ini pertama 
kali ditemukan di Jepang pada tahun 1933 oleh Prof. Masui dan 
Hasimoto.
1. Vent Sexing

Vent sexing adalah membedakan jenis kelamin berdasarkan 
lubang alat kelamin atau cloaca. Untuk calon pejantan memiliki 
tonjolan seperti jerawat atau lubang jarum berwarna kuning,putih 
dan bahkan ada yang hitam sedangkan untuk calon betina tidak 
ada, sedangkan bagi betina memiliki ovarium yang merupakan sel 
telur yang berbentuk seperti V. Vent sexing sangat sulit dikarenakan 
membedakan tonjolan yang sangat kecil. Namun bagi yang sudah 
berpengalaman maka vent sexing sangat mudah. Pada kenyataannya 
tonjolan calon pejantan kadang tidak ada dan untuk betina malah 
ada tonjolan. Untuk itu mengapa peternakan besar yang memiliki 
sexer (petugas seleksi jenis kelamin) tidak bisa menjamin 100% 
ketepatan seleksi. Dengan metode ini masih menyisakan 5% 
ketidak pastian jenis kelamin.
Langkah-langkah sexing cara ini:
1. Anak ayam yang baru menetas dipegang dengan tangan kanan
2. Lehernya dijepit di antara jari tengah dan jari manis tangan kiri
3. Perut bagian bawah diraba dengan ibu jari dan kelingking 

tangan kiri. Hal ini untuk membersihkan feses yang terdapat 
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pada anus
4. Punggung DOC diketuk-ketuk perlahan dangan jari tengah 

tangan kiri hingga kotoran terjatuh
5. Bagian bawah lubang kloaka ditekan dengan ibu jari tangan 

mengarah ke atas
6. Telunjuk tangan kanan juga ditaruh pada anus
7. Ketiga jari- telunjuk kanan, ibu jari kanan, dan ibu jari kiri- 

digerakan bersama-sama sehingga anus terbuka dan kloaka 
bagian dalam menonjol keluar

8. Kloka dapat diamati di bawah lampu atau di penyinaran yang 
cukup. Jika ada tonjolan sebesar kepala jarum berarti DOC 
tersebut jantan.

9. Anak ayam yang baru menetas dipegang dengan tangan kanan
10. Lehernya dijepit di antara jari tengah dan jari manis tangan kiri
11. Perut bagian bawah diraba dengan ibu jari dan kelingking 

tangan kiri. Hal ini untuk memberihkan feses yang terdapat 
pada anus

12. Kemudian punggung DOC diketuk-ketuk perlahan dangan jari 
tengah tangan kiri hingga kotoran terjatuh

13. Bagian bawah lubang kloaka ditekan dengan ibu jari tangan 
mengarah ke atas

14. Telunjuk tangan kanan juga ditaruh pada anus
15. Ketiga jari- telunjuk kanan, ibu jari kanan, dan ibu jari kiri- 

digerakan bersama-sama  sehingga anus terbuka dan kloaka 
bagian dalam menonjol keluar

16. Kloka dapat diamati di bawah lampu atau di penyinaran yang 
cukup. Jika ada tonjolan sebesar kepala jarum berarti DOC 
tersebut jantan.

2. Feather Sexing
Pada tahun 1969 metode membedakan jenis kelamin 

diperbaharui yaitu dengan feather sexing yaitu menentukan jenis 
kelamin pada DOC dengan memerhatikan bagian bulu sayap pada 
anak ayam, yaitu bulu sayap primer dan bulu sayap sekunder. 
DOC jantan bulu penutup sama panjang dengan bulu primeris 
sedangkan betina bulu penutup lebih panjang dibandingkan bulu 
primer. Selain itu, bulu ayam betina lebih cepat tumbuh dari pada 
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ayam pejantan. Sementara untuk calon pejantan biasanya lebih 
cepat besar. Dengan metode ini maka seleksi ayam lebih mudah dan 
murah.

3. Alternatif Lain
Metode lain yang dapat dipakai adalah menunggu bulu ayam 

tumbuh sempurna. Biasaya ayam yang berwarna mencolok akan 
menjadi pejantan. Itu sebabnya pejantan mempunyai warna yang 
beragam dari betina untuk menarik pasangannya. Bulu pada ayam 
betina lebih sempurna dan lebih cepat tumbuhnya dari yang jantan.
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