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Abstract

This study aimed to evaluate the effects of slow and fast freezing methods with different concentrations of
dimethyl sulfoxide (DMSO) on the post-thaw sperm quality of Bangkok chickens. A completely randomized design
with five treatments and five replications was applied. The treatments consisted of slow freezing with 7% and 14%
DMSO, and fast freezing with 7%, 14%, and 21% DMSO. Data were analyzed using analysis of variance (ANOVA),
followed by Duncan’s multiple range test when significant differences were detected. Fresh semen collected from
roosters was initially evaluated both macroscopically and microscopically. In the fast freezing method, semen was
directly subjected to prefreezing and freezing without an equilibration step. In contrast, slow freezing involved an
equilibration phase prior to prefreezing and freezing. Post-thaw evaluations included sperm motility, viability, and
abnormality. The results showed that neither fast nor slow freezing significantly affected sperm motility (19-25%)
or abnormality (39.74-49.40%). However, freezing methods significantly influenced sperm viability, with rapid
freezing using 14% DMSO yielding the highest viability (68.98%). In conclusion, fast freezing has the potential to
replace the conventional slow freezing method commonly used in the cryopreservation of Bangkok chicken semen.

Keywords: chicken sperm; cryopreservation; DMSO; fast freezing; slow freezing

Abstrak

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pembekuan cepat dan lambat dengan berbagai konsentrasi
dimetil sulfoksida (DMSO) terhadap kualitas sperma Bangkok setelah thawing. Penelitian ini menggunakan
rancangan acak lengkap dengan 5 tingkat perlakuan dengan 5 kali ulangan. Perlakuan yang digunakan yaitu
pembekuan lambat DMSO 7%, pembekuan lambat DMSO 14%, pembekuan cepat DMSO 7%, pembekuan cepat
DMSO 14%, dan pembekuan cepat DMSO 21%. Data dianalisis menggunakan analisis varians (ANOVA), jika
ditemukan pengaruh signifikan, dilanjutkan dengan Uji Jarak Berganda Duncan. Sebelum pembekuan, semen segar
dari ayam jantan dievaluasi secara makroskopis dan mikroskopis. Untuk perlakuan pembekuan cepat, semen tidak
melalui tahap ekuilibrasi, langsung prefreezing dan pembekuan. Pada pembekuan lambat, semen dilakukan proses
ekuilibrasi kemudian dilanjutkan ke tahap prefreezing dan pembekuan. Motilitas, viabilitas, dan abnormalitas
dievaluasi setelah thawing. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pembekuan cepat dan lambat tidak mempengaruhi
motilitas sperma (19-25%) dan abnormalitas (39,74-49,40%) pada sperma setelah thawing, tetapi mempengaruhi
viabilitas sperma, di mana pembekuan cepat dengan konsentrasi DMSO 14% mampu meningkatkan viabilitas
sperma (68,98%). Sehingga teknik pembekuan cepat berpotensi menggantikan teknik pembekuan lambat yang
umumnya diterapkan dalam riset kriopreservasi semen ayam Bangkok.

Kata kunci: DMSO; kriopreservasi; pembekuan cepat; pembekuan lambat; sperma ayam
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Pendahuluan

Berbagai jenis ayam lokal di Indonesia telah
tersebar dengan berbagai karakteristik. Ayam
Bangkok adalah salah satu ayam lokal Indonesia
yang populer dengan keberanian bertarung
yang tinggi, postur tubuh yang tinggi dan kokoh
(Cahyono, 2022). Pemeliharaan ayam lokal di
masyarakat umumnya dilakukan secara ekstensif
tanpa memperhatikan pola perkawinan (Khaeruddin
et al., 2022), sehingga dapat menghasilkan ayam
Bangkok dengan kualitas genetik
rendah. Oleh karena itu, perlu untuk menyediakan
dan mendistribusikan sperma ayam Bangkok
berkualitas untuk disebarluaskan melalui teknologi
kriopreservasi semen dan inseminasi buatan.

Teknologi kriopreservasi sperma pada unggas
bertujuan untuk meningkatkan kualitas genetik dan
pelestarian plasma nutfah. Pembekuan sperma efektif
untuk mengawetkan sperma dalam jangka panjang.
Selain itu, pembekuan memungkinkan pengangkutan
sperma untuk diinseminasi ke ayam betina di tempat
yang cukup jauh dari lokasi ayam jantan. Namun,
sperma ayam lebih rentan terhadap kerusakan selama
proses pembekuan karena rasio luas permukaan
terhadap volume yang relatif lebih rendah dan ekor
yang lebih tipis dibandingkan beberapa spesies,
seperti manusia dan sapi (Mohammad et al., 2021).
Sehingga diperlukan teknik pembekuan yang tepat
untuk mempertahankan kualitas sperma ayam
hingga setelah thawing.

Laju pendinginan diduga menjadi faktor
utama penyebab penurunan viabilitas pada
metode kriopreservasi sperma konvensional dari
spesies unggas (Woelders, 2021). Ada dua metode
pembekuan konvensional yang digunakan dalam
kriopreservasi  spermatozoa, yaitu pembekuan
lambat dan pembekuan cepat (Li et al., 2019).
Pada pembekuan lambat, suhu penyimpanan straw
diturunkan secara perlahan. Pembekuan lambat
melewati tahap penyimpanan pada suhu lemari
es (ekuilibrasi) (Ndubuisi-Ogbonna et al., 2021).
Namun, pembekuan lambat menyebabkan resiko
kerusakan sel tinggi rusak akibat pembentukan
es ekstraseluler (Siddiqui et al., 2019). Proses
pembekuan dapat dipercepat dengan menghilangkan
tahap ekuilibrasi, sehingga menghemat waktu yang
dibutuhkan dalam proses kriopreservasi spermatozoa.
Metode pembekuan cepat tanpa ekuilibrasi telah
dilaporkan efektif dalam kriopreservasi semen
anjing (Kim et al., 2012). Walaupun demikian, laju
pendinginan yang tepat dipilih berdasarkan jenis dan

campuran

konsentrasi krioprotektan yang digunakan (Zong et
al., 2023).

Penambahan agen krioprotektan (CPA) dalam
pengencer semen diperlukan sebelum proses
pembekuan. CPA, yang biasanya berupa cairan,
mengurangi kerusakan akibat pembekuan dari proses
kriopreservasi, dan memengaruhi laju transportasi
air, nukleasi, dan pertumbuhan kristal es (Jang et
al., 2017). CPA harus dapat diterima secara biologis,
mampu menembus sel, dan memiliki toksisitas
rendah (Pegg, 2007). Dimetil sulfoksida (DMSO)
adalah krioprotektan yang mampu menembus
dan mengurangi atau mencegah pembentukan
es selama pembekuan. DMSO memiliki biaya
rendah dan sitotoksisitas yang kecil, sehingga
menjadikannya kandidat yang lebih menonjol untuk
kriopreservasi (Bhattacharya, 2018). Penggunaan
DMSO sebagai CPA menghasilkan keberhasilan
fertilisasi sperma kuda lebih baik dari gliserol (Cook
et al., 2020). DMSO juga dilaporkan lebih efektif
dalam mempertahankan kualitas sperma ikan jika
dibandingkan propilen glikol, etilen glikol (EQG)
dan gliserol (Zidni et al., 2020). Pada kriopresrvasi
semen unggas, DMSO dilaporkan memiliki efek
krioprotektif lebih baik dibandingkan dimetil
asetamid (DMA) dan etilen glikol (EG) pada sperma
ayam Gaga (Wahjuningsih et al., 2026).

Studi tentang perbandingan pembekuan cepat
dan lambat belum pernah dilakukan pada sperma
ayam lokal Indonesia. Selama ini pembekuan lambat
diterapkan pada berbagai penelitian sperma ayam
lokal Indonesia (Khaeruddin et al., 2020; 2024; Malik
et al., 2018; Nugrahini et al., 2019). Berdasarkan
hal tersebut, penelitian ini dilakukan dengan tujuan
untuk mengetahui pengaruh pembekuan cepat atau
pembekuan lambat dengan berbagai konsentrasi
DMSO terhadap kualitas sperma Bangkok setelah
thawing.

Materi dan Metode

Pemeliharaan Ayam

Penelitian ini menggunakan 3 ekor ayam
Bangkok jantan berumur kurang lebih dari 10
bulan dengan bobot badan antara 1,5-2,5 kg yang
dipelihara dalam kandang individu berukuran 50 x
50 x 65 cm dan diberi pakan komplit yang terdiri
dari jagung, dedak dan konsentrat (ADI1, Japfa)
sebanyak 150 g/ekor/hari serta air minum diberikan
secara ad libitum.
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Koleksi Semen

Koleksi semen menggunakan teknik pemijatan
(massage) di lokasi tulang pelvis bagian kloaka.
Pijatan dilakukan sampai papilla menonjol dan
diikuti dengan keluarnya semen segar (Kucera
dan Heidinger, 2018), semen segar dikumpulkan
menggunakan tabung kecil. Semen dikoleksi pada
pagi hari dari 3 ekor ayam Bangkok kemudian
disatukan dalam satu tabung dan dibagi sesuai
perlakuan. Koleksi semen dilakukan sebanyak 5 kali
sebagai ulangan.

Evaluasi Semen Segar

Prosedur evaluasi semen segar dilakukan sesuai
dengan prosedur yang dijelaskan oleh Khaeruddin et
al. (2025). Evaluasi semen segar dilakukan secara
makroskopis (volume, warna, konsistensi dan pH
semen) dan mikroskopis (konsentrasi, gerakan
massa, motilitas,
sperma) menggunakan mikroskop cahaya (Boeco,
Jerman). Konsentrasi sperma dihitung menggunakan
Neubaeur chamber (Marienfeld, Jerman) yang
telah diencerkan dengan NaCl 3%. Gerakan massa
dievaluasi pada perbesaran 10x dengan melihat tebal/
tipis dan gerakan sperma secara bersamaan. Evaluasi
motilitas (gerakan individu) sperma dilakukan
secara subjektif terhadap persentase spermatozoa
yang bergerak, diamati menggunakan mikroskop
perbesaran 40x pada 5 lapang pandang. Viabilitas
dan abnormalitas sperma diamati pada perbesaran
40x menggunakan pewarna eosin-nigrosin (Merck,
Jerman).

viabilitas dan abnormalitas

Persiapan Pengencer

Pengencer dasar yang digunakan berdasarkan
Khaeruddin et al. (2024) dengan sedikit modifikasi.
90% cairan infus (KA-EN 3B ®, Indonesia) dan 10%
kuning telur dihomogenkan dan disentrifugasi pada
2000 rpm selama 20 menit dan peletnya dipisahkan.
Kemudian supernatant  ditambahkan  dimetil
sulfoksida (DMSO) 7%, 14% atau 21% (sesuai
perlakuan), penisilin 1000 [U/ml, dan streptomisin
1 mg/ml.

Pengenceran, Pengemasan, dan Ekuilibrasi Semen

Semen diencerkan dengan rasio 1:5 kemudian
dikemas dalam straw 0,25 mL (IMV, Prancis) dan
dibiarkan selama 1 menit. Jumlah sperma yang
dikemas dalam straw minimal 125 juta sel. Untuk
perlakuan pembekuan lambat, semen yang dikemas
dan ditempatkan di lemari es pada suhu = 5 °C
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selama 2 jam untuk ekuilibrasi sebelum pre-fieezing.
Sementara itu, perlakuan pembekuan cepat langsung
memasuki tahap pre-freezing tanpa melalui proses
ekuilibrasi.

Pre-freezing, Pembekuan, dan Thawing

Pre-freezing dilakukan dengan meletakkan
straw pada rak pembeku dengan ketinggian 3 cm
dari permukaan nitrogen cair (Madeddu et al., 2016)
selama 10 menit (Mosca et al., 2016). Pembekuan
dilakukan dengan meletakkan straw di dalam
kanister dan mencelupkannya ke nitrogen cair
dalam kontainer selama 24 jam. Semen dithawing
pada suhu 60 °C selama 5 detik (Salih et al., 2021;
Wahjuningsih et al., 2024). Evaluasi sperma post
thawing dilakukan untuk mengetahui motilitas,
viabilitas, dan abnormalitas.

Desain Penelitian dan Analisis Data

Penelitian ini menggunakan rancangan acak
lengkap dengan 5 tingkat perlakuan dan 5 ulangan.
Tingkatperlakuan yang digunakan adalah pembekuan
lambat DMSO 7%, pembekuan lambat DMSO
14%, pembekuan cepat DMSO 7%, pembekuan
cepat DMSO 14%, dan pembekuan cepat DMSO
21%. Data dianalisis untuk varians (ANOVA), jika
ditemukan efek signifikan, dilanjutkan dengan Uji
Jarak Berganda Duncan menggunakan perangkat
lunak SPSS 16.

Hasil dan Pembahasan

Karakteristik Semen Segar

Volume semen ayam Bangkok dalam penelitian
ini adalah 0,18 ml (Tabel 1), hampir sama dengan
yang diperoleh oleh Hijriyanto et al. (2017) yaitu
0,178 ml, namun lebih rendah dari yang dilaporkan
Prabewi dan Listyowati (2025) yaitu 0,3-0,57 ml.
pH semen adalah 7,73 (netral) mendekati hasil
Ervandi et al. (2020) yaitu 7,6. Viabilitas sperma
adalah 90,61% lebih tinggi dari laporan sebelumnya
sebesar 85,81% (Prasetyo ef al. 2020), namun sangat
mendekati yang didapatkan Asnawi et al. (2023)
yaitu 90,2%. Motilitas sperma 87% mendekati hasil
penelitian sebelumnya, yaitu 89,1% (Kudratullah
dan Sudrajat, 2021; Asnawi et al, 2023) bahkan
lebih tinggi dari laporan Prabewi dan Listyowati
(2025) yaitu 48-75,67%.

Abnormalitas sperma adalah 10,15% lebih
tinggi dari yang diperoleh oleh Khaeruddin et al.
(2021) yaitu 5,5%, namun jauh lebih rendah dari
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laporan Prabewi dan Listyowati (2025) yaitu 24,33-
57,00%. Sementara itu, konsentrasi spermatozoa
dalam penelitian ini adalah 1,72 miliar/ml, sedikit
lebih tinggi dari laporan Asnawi et al. (2023) yaitu
1,25 miliar/ml, namun lebih rendah dari laporan
(Ervandietal., 2020), yaitu 3,47 miliar/ml. Perbedaan
kualitas sperma ayam Bangkok dalam penelitian ini
dengan penelitian sebelumnya dapat disebabkan oleh
berbagai faktor, seperti perbedaan suhu lingkungan
(Shanmugam et al., 2014), frekuensi penyimpanan
semen (Saridewi et al., 2018), umur ayam jantan
(Shanmugam et al., 2014), kandungan nutrisi pakan
(Mustafa ef al., 2017; Safari ef al., 2018) dan berat
badan ayam jantan (Abbass et al., 2017).

Tabel 1. Karakteristik semen segar dari ayam Bangkok

Parameter Rata-rata + SEM
Volume (ml) 0,18 £ 0,04
Warna Putih susu
Konsistensi Sedang

pH 7,73 £0,47
Konsentrasi sperma (10° /ml) 1,72+ 0,71
Gerak massa sperma ++
Motilitas sperma (%) 87,00 £ 3,79
Viabilitas sperma (%) 90,61 £4,75
Abnormalitas sperma (%) 10,15 £ 3,66

Motilitas Sperma Post Thawing

Motilitas sperma ayam Bangkok pasca
pencairan tidak berbeda secara signifikan (P>0,05)
antar perlakuan, dengan kisaran 19-25% (Tabel 2).
Berdasarkan hasil penelitian ini, pembekuan cepat
(tanpaekuilibrasi) dapat diterapkan untuk menghemat
waktu dalam proses kriopreservasi semen ayam
Bangkok karena tidak terdapat perbedaan motilitas
dengan teknik pembekuan lambat. Hasil penelitian
ini sejalan dengan laporan Ndubuisi-Ogbonna et
al. (2021) bahwa tidak terdapat perbedaan motilitas
sperma ayam FUNAAB alpha setelah dibekukan
menggunakan teknik pembekuan cepat dan lambat.

Tabel 2. Motilitas sperma post thawing dengan berbagai
perlakuan pembekuan

Motilitas sperma (%)

Perlakuan (rata-rata = SEM)
Pembekuan lambat DMSO 7% 20,00+4,18
Pembekuan lambat DMSO 14% 19,00+4,00
Pembekuan cepat DMSO 7% 21,00+1,87
Pembekuan cepat DMSO 14% 25,00+£2,74
Pembekuan cepat DMSO 21% 23,00+4,06

Penggunaan DMSO 7%, 14% dan 21% tidak
menyebabkan perbedaan motilitas sperma setelah

dalam penelitian ini. Hal ini sejalan dengan penelitian
sebelumnya bahwa penambahan DMSO 8%, 10%
dan 12% dalam pengencer Beltsville Poultry Semen
Extender (BPSE) tidak menyebabkan perbedaan
motilitas sperma ayam SK Kedu post thawing
(Telnoni et al.,2017). Motilitas spermatozoa pada
perlakuan DMSO 14% dalam penelitian ini lebih
tinggi daripada motilitas sperma ayam Bangkok
dengan krioprotektan Dimetil asetamid (DMA)
14% pada penelitian sebelumnya, yaitu 15,30%
(Nugrahini et al, 2019). Menurut Bhattacharya
(2018) DMSO lebih baik digunakan sebagai
krioprotektan karena memiliki sitotoksisitas rendah.

Kualitas sperma menurun setelah pembekuan
dalam penelitian ini dengan motilitas sperma post
thawing yang cukup rendah (19-25%). Penurunan
kualitas sperma setelah thawing disebabkan oleh
perubahan suhu yang tiba-tiba, pembentukan es dan
perubahan tekanan osmotik (Hezavehei ez al., 2018).
Selain itu, hal ini dapat disebabkan oleh penurunan
kadar adenosin trifosfat (ATP) setelah pencairan
(Stowinska et al., 2018). ATP berperan dalam
pergerakan (motilitas) sperma (Bennison et al.,
2016). Studi Zong et al. (2025) menyatakan bahwa
pembekuan menyebabkan kerusakan substansial
pada struktur dan fungsi mitokondria sperma
ayam, mengubah kelimpahan protein mitokondria,
dan menyebabkan penurunan parameter gerakan
spermatozoa. Ditambahkan oleh Sangani et al.
(2017) bahwa progresivitas sperma ayam sebagian
besar bergantung pada keseluruhan produksi energi
yang berasal dari kompartemen mitokondria,
sehingga defisiensi fungsi mitokondria dan produksi
energi dapat menjadi penyebab motilitas progresif
yang rendah.

Penelitian sebelumnya melaporkan motilitas
sperma yang lebih tinggi setelah thawing di atas 50%
pada berbagai ras ayam dan pengencer yang berbeda
dari penelitian ini (Najafi et al., 2021; Thananurak
et al., 2019; 2020). Sementara itu, beberapa laporan
lain menunjukkan bahwa motilitas sperma berada di
bawah 30% (Mosca et al., 2019; Rakha et al., 2020).
Kemampuan pembekuan sperma ayam berbeda
berdasarkan antar breed (Somtaw et al., 2019).

Viabilitas Sperma Post Thawing

Sperma yang masih hidup dibedakan dari
sperma yang mati berdasarkan kemampuannya
menyerap pewarna eosin-nigrosin (Gambar 1).
Sperma yang membrannya masih utuh tidak
menyerap pewarna yang terpapar.
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Gambar 1. Hasil pewarnaan eosin-nigrosin pada sperma ayam
setelah thawing menggunakan metode pembekuan
cepat. a: Sperma hidup, b: Sperma mati, dan c:
Sperma abnormal.

Perlakuan pembekuan memiliki pengaruh
yang sangat signifikan (P<0,01) terhadap viabilitas
sperma ayam Bangkok post thawing (Tabel 3).
Viabilitas sperma pada pembekuan cepat dengan
konsentrasi DMSO 14% lebih tinggi dibandingkan
dengan pembekuan lambat dan pembekuan
dengan konsentrasi DMSO masing-masing 7%
dan 21%. Dalam penelitian ini, pembekuan cepat
menyebabkan spermatozoa terpapar langsung uap
nitrogen cair tanpa melewati suhu kesetimbangan.
Menurut Rall dan Fahy (1985) pada pembekuan
cepat, suspensi sel diubah langsung dari fase berair
ke keadaan kaca setelah terpapar langsung nitrogen
cair. Risiko cedera beku pada pembekuan cepat lebih
rendah, sehingga memastikan tingkat kelangsungan
hidup sel yang cukup tinggi. Sedangkan pembekuan
lambat menyebabkan krioprotektan menggantikan
air dalam sitoplasma, yang menyebabkan sel
berisiko tinggi rusak karena pembentukan es
ekstraseluler (Siddiqui et al., 2019). Pendinginan
lambat menyebabkan perubahan osmotik karena efek
paparan larutan intrasel uler dan ekstraseluler yang
sangat pekat atau interaksi mekanis antara sel dan es
ekstraseluler (Jang ef al., 2017). Menurut Susilawati
(2011) pendinginan (ekuilibrasi) menyebabkan stres
fisik dan kimia pada membran sperma yang dapat
mengurangi viabilitas dan kemampuan sperma
untuk membuahi.

Tabel 3. Viabilitas sperma post thawing dengan berbagai
perlakuan pembekuan

Perlakuan Viabilitas sperma (%)
(rata-rata + SEM)
DMSO 7% yang dibekukan perlahan 40,72+8,47°
DMSO 14% yang dibekukan perlahan 39,90+4,54°
Pembekuan cepat DMSO 7% 47,78+6,96°
Pembekuan cepat DMSO 14% 68,98+3,50°
Pembekuan cepat DMSO 21% 31,03+6,60*

Keterangan: Superskrip yang berbeda dalam kolom yang sama
menunjukkan perbedaan yang sangat signifikan
(P<0,01)
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Pada pembekuan lambat, penggunaan DMSO
7% dan 14% tidak menyebabkan perbedaan viabilitas
sperma. Hal ini sejalan dengan penelitian sebelumnya
bahwa penggunaan DMSO 8%, 10% dan 12% tidak
menyebabkan perbedaan viabilitas sperma ayam
SK Kedu setelah pencairan (Telnoni et al., 2017).
Viabilitas sperma ayam Bangkok menggunakan
DMSO 14% dalam penelitian ini adalah 68,98%
lebih tinggi dibandingkan laporan sebelumnya yang
menggunakan DMSO 14%, yaitu 22% (Nugrahini
et al., 2019). Jika dibandingkan dengan penggunaan
DMSO 7% dalam penelitian ini, penelitian
sebelumnya melaporkan viabilitas yang lebih tinggi
sebesar 55% pada sperma ayam hutan merah setelah
thawingmenggunakan DMSO 8% dengan teknik
pembekuan lambat (Rakha et al., 2018). Demikian
pula, Khaeruddin et al. (2020) melaporkan bahwa
viabilitas sperma ayam lokal Indonesia adalah 44,62%
menggunakan DMSO 7% setelah thawing.

DMSO adalah molekul amfipatik kecil dengan
dua gugus metil nonpolar dan satu gugus sulfoksida
polar yang memungkinkannya untuk dengan mudah
menembus membran sel dan secara efektif mencegah
pembentukan kristal es intraseluler, sehingga
mengurangi cedera akibat kriopreservasi (Crowley
et al., 2021). DMSO berdifusi bebas ke dalam sel,
menyebabkan dehidrasi sel, dan menggantikan air
intraseluler (Elliot ez al., 2017). DMSO memberikan
perlindungan bagi spermatozoa dengan mengurangi
kerusakan ultrastruktural, kerusakan oksidatif, dan
kerusakan DNA yang disebabkan oleh kriopreservasi
(Zhang et al., 2024).

Viabilitas sperma setelah thawing dengan
teknik pembekuan lambat dalam penelitian ini
cukup rendah. Selama pembekuan dan pencairan,
spermatozoa dapat terpapar stres osmotik yang
mengakibatkan penurunan viabilitas. Sperma berada
dalam lingkungan hipertonik karena pembentukan
es ekstraseluler, hal ini karena konsentrasi zat
terlarut dalam fraksi ekstraseluler yang tidak
membeku meningkat. Kondisi ini menyebabkan
dehidrasi sel karena pengangkutan air keluar dari
sel untuk menjaga keseimbangan antara konsentrasi
zat terlarut intra dan ekstraseluler (Partyka et al.,
2012). Selama pencairan, proses sebaliknya terjadi
di mana sperma terpapar kondisi hipotonik yang
mengakibatkan penyerapan air dan pembengkakan
(Pegg, 2007). Kriopreservasi menyebabkan
penurunan integritas membran plasma, integritas
akrosom, dan aktivitas mitokondria sperma ayam
(Partyka et al., 2012). Selain itu, kriopreservasi
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sperma ayam juga meningkatkan produksi spesies
oksigen reaktif (ROS) dan peroksidasi lipid (Nguyen
et al., 2015). Ketika kadar ROS meningkat, PUFA
dalam membran sperma teroksidasi dalam proses
yang dikenal sebagai peroksidasi lipid, yang
menghasilkan produk sampingan beracun yang dapat
merusak membran sperma, mengurangi fluiditasnya
dan mengganggu motilitas dan fungsi sperma
(Wang dan Li, 2025). Kandungan asam lemak tak
jenuh ganda (PUFA) tinggi dalam membran sperma
(Craig et al, 2019). Hal ini membuatnya sangat
rentan terhadap peroksidasi lipid oleh ROS yang
menyebabkan hilangnya integritas membran dan
mengganggu fungsi sperma (Wang dan Li, 2025).

Abnormalitas Sperma Post Thawing

Perlakuan pembekuan tidak berpengaruh
(P>0,05) terhadap abnormalitas spermaayam Bangkok
pasca pencairan yang berkisar antara 39,74-49,40%
(Tabel 4). Studi ini menunjukkan bahwa pembekuan
sperma cepat (tanpa ekuilibrasi) adalah metode baru
yang dapat diterapkan untuk kriopreservasi semen
ayam Bangkok karena tidak menyebabkan perbedaan
abnormal dengan teknik pembekuan lambat.

Tabel 4. Kelainan sperma post thawing dengan berbagai
perlakuan pembekuan

Abnormalitas sperma

Perlakuan (%) (rata-rata + SEM)
DMSO 7% yang dibekukan perlahan 43,36+9,06
DMSO 14% yang dibekukan perlahan 49,40+8,10
Pembekuan cepat DMSO 7% 39,74+12,58
Pembekuan cepat DMSO 14% 44,59+4,10
Pembekuan cepat DMSO 21% 40,49+4,19

Jenis sperma abnormal yang umum ditemukan
dalam penelitian ini adalah pembengkokan di bagian
tengah (Gambar 1). Sperma bengkok merupakan
kelainan semen ayam yang sering ditemui dan
disebabkan oleh pengenceran semen, penurunan
suhu semen, dan kondisi osmotik yang tidak
menguntungkan (Clarke et al., 1984). Abnormalitas
sperma ayam Bangkok dengan teknik pembekuan
lambat DMSO 14% dalam penelitian ini adalah 49,4%
lebih rendah dibandingkan laporan sebelumnya,
yaitu 67,20% menggunakan krioprotektan DMA
14% (Nugrahini et al., 2019). Namun, beberapa
laporan menggambarkan abnormalitas sperma ayam
dengan berbagai jenis cukup rendah setelah thawing,
yaitu 2,15-3,02% (Murugesan dan Mahapatra, 2020),
8,6-16,5% (Najafi et al., 2019), 14,3-20,4% (Najafi
etal., 2021), dan 17,01-37,12% (Najafi et al., 2020).

Persentase sperma abnormal dalam penelitian
ini meningkat setelah thawing. Hal ini sejalan
dengan penelitian sebelumnya yang menunjukkan
bahwa proporsi sperma unggas dengan morfologi
abnormal meningkat karena pembekuan dan
pencairan (Najafi et al, 2020; Miranda et al,
2018; Zhilinsky et al., 2019). Peningkatan jumlah
sperma abnormal berkorelasi dengan penurunan
jumlah spermatozoa motil pada ayam (Feyisa et
al., 2018). Abnormalitas sperma dapat disebabkan
oleh kerusakan pada beberapa bagian sperma.
Pembekuan dan pencairan menyebabkan kerusakan
membran plasma, pembengkakan mitokondria, dan
kerusakan akrosom pada sperma ayam (Olexikova
et al, 2018). Proses pembekuan dan pencairan
menyebabkan pelonggaran hubungan antara inti sel
dan bagian tengah sperma, kelainan pada membran
selubung mitokondria, dan erupsi plasma di sekitar
hubungan antara bagian tengah dan leher sperma
(Shi et al., 2014). Stres osmotik merupakan faktor
penting yang menyebabkan kerusakan pada sperma,
terutama membrannya (Pefia et al., 2011). Kerusakan
sperma dapat disebabkan oleh kriopreservasi, karena
sel-sel terpapar stres osmotik yang parah selama
pembekuan dan pencairan (Sieme et al., 2015).

Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dapat
disimpulkan bahwa pembekuan cepat dan lambat
tidak mempengaruhi motilitas dan abnormalitas
sperma ayam Bangkok setelah pencairan,
tetapi mempengaruhi viabilitas sperma, dimana
pembekuan cepat dengan konsentrasi DMSO 14%
mampu meningkatkan viabilitas sperma. .
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