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ABSTRACT 

Studies on (ethylene glycol (EG) for cryopreservation of Gaga chicken semen are 

limited. Therefore, this study was aimed to investigate the effect of EG (cryoprotectant) 

during freezing as well as thawing, using treatments that include 7% Dimethyl Sulfoxide 

(DMSO)/control (T0), 5% EG (T1), 7% EG (T2), and 9% EG (T3), each with 10 replicates 

in egg yolk–Ringer’s lactate (EYRL). The variables evaluated in this study included sperm 

motility, viability, morphology, recovery rate, post-thaw viability loss, abnormality increase 

and ultrastructure by using Field Emission-Scanning Electron Microscope (FE-SEM). Semen 

from three 10–12-month-old roosters was collected by massage, diluted, equilibrated (5°C, 2 

h), pre-freezing (10 min), stored in liquid nitrogen (−196°C, 24 h), and thawed (37°C, 30 s). 

The results showed that EG significantly affected post-thaw motility and viability (P < 0.05), 

but not abnormalities (P > 0.05). Control (T0) had the highest recovery and lowest viability 

loss, while 7% EG (T2) gave the poorest recovery. Spermatozoa viability declined most at 

9% EG (T3). abnormalities were lowest at 5% EG (T1) but highest at 9% EG (T3). The FE-

SEM revealed spermatozoa acrosomal damage after freezing, with midpieces mostly intact. 
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ABSTRAK 

 

Penelitian mengenai etilen glikol (EG) untuk kriopreservasi semen ayam gaga masih 

terbatas. Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk mengkaji efek EG sebagai 

krioprotektan spermatozoa selama proses pembekuan (kriopreservasi)  maupun pencairan 

(thawing)Penelitian ini menggunakan perlakuan yang mencakup 7% dimetil sulfoksida 

(DMSO) sebagai kontrol (P0), 5% EG (P1), 7% EG (P2), dan 9% EG (P3), masing-masing 

perlakuan dengan 10 ulangan dalam pengencer Ringer laktat kuning telur (RLKT). Evaluasi 

meliputi pengamatan pada sejumlah parameter antara lain, motilitas spermatozoa, viabilitas, 

abnormalitas, recovery rate, penurunan viabilitas pasca-pencairan, peningkatan abnormalitas 

dan ultrastruktur spermatozoa melalui pengamatan pada Field Emission-Scanning Electron 

Microscope (FE-SEM). Semen diperoleh dari tiga ayam gaga jantan berumur 10–12 bulan. 

Semen dikoleksi dengan metode pijat (massage). Semen yang diperoleh diencerkan dan 

diekuilibrasi (5°C, 2 jam),  pre-freezing (10 menit) dan disimpan dalam nitrogen (N2) cair 

(−196°C, 24 jam), dan dilakukan pengenceran (thawing) (37°C, 30 detik). Hasil penelitian 

menunjukkan bahwa EG secara signifikan memengaruhi motilitas dan viabilitas spermatozoa 

pascapencairan (P < 0,05), tetapi tidak memengaruhi abnormalitas (P > 0,05). Spermatozoa 

pada perlakuan kontrol (P0) memiliki nilai recovery rate tertinggi dan penurunan viabilitas 

terendah, sementara EG 7% (P2) memberikan nilai recovery rate terendah. Penurunan 

viabilitas spermatozoa tertinggi terjadi pada EG 9% (P3). Abnormalitas spermatozoa 

terendah terjadi pada perlakuan EG 5% (P1) dan tertinggi pada perlakuan EG 9% (P3). 

Pemeriksaan FE-SEM menunjukkan adanya kerusakan pada akrosom spermatozoa setelah 

pembekuan dan sebagian besar bagian tengah masih utuh. 

 

Kata-kata kunci:  semen ayam gaga; kriopreservasi krioprotektan; etilen glikol 

 

 

PENDAHULUAN 

 

Ayam gaga merupakan ayam lokal 

Indonesia yang berasal dari Kabupaten Sin-

dereng Rappang, Sulawesi Selatan dengan 

ciri khas yang unik, yaitu suaranya seperti 

manusia yang sedang tertawa. Keunikan ini 

menjadi daya tarik bagi para pecinta ayam 

untuk memeliharanya dan suara kokokannya 

seringkali dikompetisikan. Populasi ayam 

gaga yang masih terbatas merupakan keka-

yaan sumber daya genetik ternak Indonesia 

yang perlu dilindungi dan dilestarikan (Wah-

juningsih et al., 2025). Pemerintah telah 

menerbitkan Surat Keputusan Menteri Perta-

nian Nomor 2920/Kpts/OT.140/6/2011 yang 

menyatakan bahwa ayam gaga telah dite-

tapkan sebagai plasma nutfah ternak lokal 

Indonesia dengan potensi genetik yang pen-

ting. Oleh karena itu, perlindungan hukum 

diberikan bagi pelestarian budidaya ayam 

lokal (Khaeruddin et al., 2022). 

Salah satu solusi yang dipilih untuk 

melestarikan plasma nutfah ayam gaga 

adalah kriopreservasi semen. Kriopreservasi 

adalah proses penyimpanan sampel biologis 

seperti sel, jaringan, dan embrio dalam jang-

ka waktu tertentu dengan menghentikan me-

tabolisme sel pada suhu yang sangat rendah, 

biasanya menggunakan nitrogen cair pada 

suhu -196°C (Jang et al., 2017). Proses ini 

dilaporkan dapat mendukung penyimpanan 

semen ayam selama 18 tahun dalam nitrogen 

cair, yang menunjukkan efektivitas tinggi 

dalam mengawetkan sumber daya genetik 

(Thélie et al., 2019). Kriopreservasi tidak 

dapat berhasil secara optimal tanpa meng-

gunakan krioprotektan selama pembekuan. 

Krioprotektan dapat melindungi sel hidup 

dengan menembus ke dalam membran tanpa 

menciptakan efek mematikan, seperti kristal 

es yang terbentuk selama pembekuan (Bhat-

tacharya dan Prajapati, 2016).  

Kemampuan spermatozoa untuk ber-

gerak aktif sangat dibutuhkan untuk terja-

dinya fertilisasi. Semakin tinggi nilai moti-
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litas, maka semakin baik kualitas sperma-

tozoa dan peluang fertilitas juga semakin 

besar (Woli et al., 2017). Motilitas dapat 

menurun setelah kriopreservasi karena bebe-

rapa faktor, seperti stres oksidatif, paparan 

suhu ekstrem, dan kerusakan membran plas-

ma selama pembekuan (Darsini et al., 2019). 

Selain itu, viabilitas sperma dapat digunakan 

sebagai parameter penting untuk menilai 

kualitas semen. Viabilitas merupakan per-

bandingan antara jumlah spermatozoa yang 

hidup dan mati (Kudratullah dan Sudrajat, 

2021).  

Krioprotektan memiliki efek toksik 

pada spermatozoa apabila dosis yang dibe-

rikan tidak sesuai dengan kadarnya, sehingga 

dapat menyebabkan kematian (Best, 2015). 

Abnormalitas spermatozoa adalah kondisi 

spermatozoa berbentuk tidak normal. Ke-

lainan ini dapat terjadi pada beberapa bagian 

struktur morfologi sperma, seperti kepala, 

bagian tengah dan ekor (Mavi et al., 2019). 

Abnormalitas spermatozoa dapat berupa ke-

pala yang sangat besar atau kecil, bagian 

tengah yang bengkok, serta ekor yang 

bercabang, melingkar dan patah (Ardhani et 

al., 2019). Perubahan motilitas, viabilitas, 

abnormalitas sebelum dan sesudah krio-

preservasi dipengaruhi oleh jenis kriopro-

tektan yang digunakan dan dosisnya. Pene-

litian sebelumnya yang dilaporkan oleh Kha-

eruddin et al. (2020) mengemukakan bahwa 

penggunaan Etilen Glikol (EG) sebagai 

krioprotektan untuk semen ayam kampung 

tidak menemukan perbedaan yang signifi-

kan dalam motilitas dan viabilitas sperma-

tozoa setelah pencairan.  Namun, belum 

terdapat penelitian yang melaporkan menge-

nai penggunaan EG dengan dosis bertingkat 

sebagai krioprotektan semen ayam gaga. 

Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan 

untuk menentukan efektivitas EG dengan 

dosis bertingkat sebagai krioprotektan semen 

ayam gaga.  

 

 

METODE PENELITIAN 

 

Koleksi Semen  

Pengoleksian semen ayam gaga 

menggunakan metode massage atau pijat, 

yaitu ayam jantan dipijat dari bagian pung-

gung hingga satu sentimeter di belakang 

kloaka, kemudian ditekan di sekitar pangkal 

ekor hingga phallus bereaksi keluar dari 

kloaka dan semen keluar (Azizah et al., 

2023). Metode ini membutuhkan minimal 

dua orang, dengan satu orang memegang 

ayam dan melakukan pijatan dan yang lain-

nya bertugas sebagai kolektor semen (Juna-

edi et al., 2016). Semen yang telah dikoleksi 

menggunakan spuit 1 mL, kemudian dima-

sukkan ke dalam mikrotube dan ditutup 

untuk menghindari kontaminasi dari luar. 

Semen yang diperoleh biasanya berwarna 

putih susu dengan tekstur kental. 

 

Komposisi Pengencer RLKT 

Pengencer ringer laktat kuning telur 

(RLKT) terdiri atas 90% ringer laktat (Wida 

RL Infus®, PT Widatra Bakti, Pandaan, 

Indonesia) dan 10% kuning telur, kemudian 

disentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm 

selama 30 menit (Hidayat et al., 2016). 

Ringer laktat yang digunakan mengandung 3 

g natrium klorida, 1,55 g natrium laktat, 

0,155 g kalium klorida, dan 0,1 g kalsium 

klorida, yang dilarutkan dengan 500 mL air 

steril. Sekitar 10 mL supernatan yang diper-

oleh ditambahkan dengan 1000 IU penisilin 

(Crystalline Procaine Penicillin-G Meiji®, PT 

Meiji, Bangil, Indonesia) dan 1 mg/mL 

streptomisin (Streptomycin Sulfate Meiji®, 

PT Meiji, Bangil, Indonesia). Campuran ini 

dihomogenkan dengan menambahkan tris 

hidroksimetil aminometana (Tris(Hydroxy-

methyl) Aminomethane GR for Analysis®, 

Merck KGaA, Darmstadt, Jerman) secara 

bertahap hingga larutan mencapai pH 8. 

Selanjutnya, pengencer dibagi menjadi em-

pat perlakuan dengan penambahan dimetil 

sulfoksida  (Dimethyl Sulfoxide (DMSO)®, 

Merck KGaA, Darmstadt, Jerman) dan EG 

(Ethylene Glycol®, Merck KGaA, Darm-

stadt, Jerman) sebagai krioprotektan.  

Perlakuan tersebut terdiri atas P0 

(RLKT + 7% DMSO) sebagai kontrol, P1 

(RLKT + 5% EG), P2 (RLKT + 7% EG), 

dan P3 (RLKT + 9% EG). Selain itu, 

penambahan antioksidan terbukti dapat me-

ningkatkan pengawetan spermatozoa unggas 

jangka panjang secara in vivo dan in vitro 
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(Blesbois, 2018). 

 

Tahapan Kriopreservasi 

Semen yang terkumpul dimasukkan 

ke dalam empat mikrotube yang berbeda dan 

diencerkan dengan masing-masing perlakuan 

yang telah disiapkan. Semen yang telah 

diencerkan dikemas ke dalam beberapa straw 

(0,25 mL) dengan konsentrasi 60 juta sper-

matozoa per straw (Khaeruddin et al., 2020). 

Straw diekuilibrasi dengan cara dimasukkan 

ke dalam freezer selama dua jam pada suhu 

5°C (Khaeruddin dan Kurniawan, 2020). 

Pre-freezing dilakukan dengan meletakkan 

rak pembekuan ke dalam styrofoam, kemu-

dian dituangkan nitrogen cair hingga keting-

gian permukaan nitrogen cair dengan per-

mukaan rak 3 cm (Madeddu et al., 2016), 

kemudian straw diletakkan di rak dan di-

biarkan selama 10 menit (Mosca et al., 

2016). Semen disimpan dalam tangki nitro-

gen cair untuk pembekuan pada suhu sangat 

rendah, yaitu -196°C. Setelah 24 jam, tha-

wing dilakukan dengan merendam straw 

dalam air bersuhu 37°C selama 30 detik 

(Wahjuningsih et al., 2024). 

 

Motilitas Spermatozoa 

Evaluasi motilitas spermatozoa dila-

kukan sebelum pembekuan dan setelah pen-

cairan menggunakan upright microscope 

(Microscope Olympus type BX53®, Olym-

pus Co, Tokyo, Jepang) dengan perbesaran 

400 kali pada lima lapang pandang berbeda. 

Penilaian subjektif dilakukan dengan mem-

bandingkan spermatozoa hidup yang ditandai 

dengan spermatozoa bergerak dan sperma-

tozoa mati yang ditandai dengan sperma-

tozoa tidak bergerak, apabila spermatozoa 

lebih banyak yang bergerak menunjukkan 

motilitas di atas 50% (Sun et al., 2019). 

Preparat yang sama digunakan untuk peng-

amatan gerak massa dengan perbesaran 100 

kali. Hal ini serupa dengan pengamatan 

motilitas, namun pengamatan gerak massa 

tidak menggunakan cover glass. Gerak mas-

sa memiliki tiga kelompok kategori, yaitu 

+++ (gerakan cepat dan kental), ++ (gerakan 

cepat dan encer/lambat dan kental), dan + 

(gerakan lambat dan encer). 

 

Viabilitas Spermatozoa 

Evaluasi viabilitas spermatozoa men-

ggunakan metode pewarnaan eosin nigrosin. 

Semen dicampur dengan eosin nigrosin 

sebagai pewarna dan diamati menggunakan 

upright microscope (Microscope Olympus 

type BX53®, Olympus Co, Tokyo, Jepang) 

dengan perbesaran 400 kali pada 10 lapang 

pandang berbeda. Spermatozoa yang mati 

ditandai dengan menyerap warna, sedangkan 

sperma yang tidak menyerap warna dika-

tegorikan hidup. Penjumlahan spermatozoa 

hidup dan mati dilakukan sebagai pem-

banding, dengan jumlah yang dihitung ≥200. 

Rumus untuk menghitung persentase viabi-

litas spermatozoa adalah sebagai berikut:  

Viabilitas (%) = [(spermatozoa hidup) x 

(spermatozoa mati)-1] x 100%. 

 

Abnormalitas Spermatozoa 

  Sampel yang digunakan untuk eva-

luasi viabilitas spermatozoa juga digunakan 

untuk pengamatan abnormalitas spermato-

zoa. Pengamatan dilakukan menggunakan 

upright microscope (Microscope Olympus 

type BX53®, Olympus Co, Tokyo, Jepang) 

dengan perbesaran 400 kali. Abnormalitas 

spermatozoa ditemukan pada bagian kepala 

spermatozoa (bersimpul, sangat panjang atau 

pendek, bengkak dan tanpa ekor), bagian 

tengah (bengkok, menebal dan kehilangan 

bagian tengah), akrosom (terlepas dan beng-

kak) dan ekor (tanpa kepala, bengkok 90°, 

bengkok 180°, tergulung dan bersimpul). 

Serupa dengan pengamatan viabilitas, pen-

jumlahan spermatozoa normal dan abnormal 

dilakukan pada 10 lapang pandang berbeda 

dengan total ≥200 spermatozoa. Rumus 

untuk menghitung persentase abnormalitas 

spermatozoa adalah sebagai berikut:  Ab-

normalitas (%) = [(spermatozoa abnormal) x 

(total spermatozoa)-1] x 100%.  

 

Recovery Rate 

Recovery rate merupakan parameter 

untuk menentukan kualitas spermatozoa, ter-

utama dalam motilitas spermatozoa. Hal ini 

dapat digunakan untuk mengevaluasi ke-

mampuan dan ketahanan spermatozoa hidup 

yang telah melewati proses kriopreservasi 

dan pencairan. Selain itu, peubah ini ber-



 

 

Robbaani et al.   Jurnal Veteriner           

55 

 

fungsi sebagai tolak ukur keberhasilan krio-

preservasi, termasuk efek krioprotektan yang 

digunakan dan kondisi setelah pencairan. 

Recovery rate dapat dihitung menggunakan 

rumus:  Recovery rate (%) = [(motilitas sete-

lah pencairan x (motilitas sebelum pem-

bekuan)-1] x 100%. 

 

Analisis Scanning Electron Microscope 

(SEM) 

Semen ayam gaga dicuci dengan 

0,9% NaCl dengan teknik sentrifugasi, ke-

mudian preparat difiksasi menggunakan 

2,5% glutaraldehida selama 4 jam, dicuci 

dengan Phosphate-Buffered Saline (PBS) 

sebanyak 3 kali dan didehidrasi dengan al-

kohol bertingkat. Preparat ditempelkan pada 

stub dan dilapisi dengan emas (gold). Ul-

trastruktur spermatozoa diamati pada Field 

Emission-Scanning Electron Microscope 

(FEI Quanta 600, Thermo Fisher Scientific 

Co, Eindhoven, Belanda) dengan perbesaran 

hingga 20.000 kali dan tegangan percepatan 

10 kV (Khaeruddin et al., 2024). 

 

Analisis Data 

Penelitian ini dilakukan dengan em-

pat perlakuan dan 10 kali pengulangan. Se-

mentara data Evaluasi spermatozoa dilaku-

kan berdasarkan  Rancangan Acak Lengkap 

(RAL) dan data yang diperoleh dianalisis 

menggunakan analisis varians dengan pe-

rangkat lunak IBM SPSS Statistics versi 25. 

Hasil yang menunjukkan perbedaan yang 

signifikan (P < 0,05) antar perlakuan, dila-

kukan uji lanjut menggunakan uji jarak 

berganda Duncan. Selain itu, data hasil 

evaluasi juga dijelaskan secara deskriptif. 

 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

Proses pembekuan dalam penelitian 

ini menyebabkan penurunan motilitas, via-

bilitas, serta peningkatan abnormalitas sper-

matozoa, hal ini dapat berpengaruh pada 

keberhasilan fertilisasi. Hasil pengamatan 

menunjukkan bahwa, motilitas spermatozoa 

sebelum pembekuan tidak menunjukkan pe-

ngaruh yang nyata, sementara pengaruh yang 

nyata teramati setelah pencairan (thawing) 

(Tabel 1). Rata-rata motilitas spermatozoa 

sebelum pembekuan adalah 77-79% dan 

setelah pencairan adalah 20,5-34%. Hal ini 

selaras dengan laporan penelitian García et 

al. (2023) pada semen ikan Sorubim 

cuspicaudus yang menggunakan konsentrasi 

EG 6%, 8% dan 10%, bahwa rata-rata moti-

litas sebelum pembekuan adalah 33,8-61,0% 

dan setelah pencairan adalah 31,9-35,0%. 

Kerusakan pada membran plasma dan 

mitokondria dapat menyebabkan penu-runan 

motilitas spermatozoa serta kadar Ade-nosin 

Trifosfat (ATP) setelah thawing, kare-na 

stres oksidatif berperan penting dalam ke-

rusakan mitokondria (Chen et al., 2017). 

Penelitian lain melaporkan bahwa konsen-

trasi EG 5% menunjukkan hasil yang paling 

tinggi (36,83 ± 1,26%) pada motilitas sper-

matozoa anjing setelah pencairan, diban-

dingkan dengan perlakuan gliserol 4%, 8% 

dan kombinasi gliserol 4% dengan EG 4% 

(Kusum et al., 2023). Berat molekul EG 

yang rendah memengaruhi kemampuan ma-

suknya senyawa tersebut ke dalam membran 

sel, perlindungan selama pembekuan, serta 

tingkat toksisitasnya (Santiani et al., 2016). 

Viabilitas spermatozoa pada penelitian ini, 

baik sebelum pembekuan maupun setelah 

pencairan menunjukkan pengaruh yang nyata 

(Gambar 1). Khaeruddin et al. (2020) mela-

porkan bahwa rata-rata viabilitas sperma-

tozoa ayam kampung setelah pencairan 

dengan konsentrasi EG 3%, 5% dan 7% 

adalah 27,0-29,9%. Sementara, pada pene-

litian ini memperoleh rata-rata viabilitas 

setelah pencairan yang lebih tinggi, yaitu 

41,4-51,9%. Kriopreservasi dapat menye-

babkan perubahan pH dan stres osmotik 

yang meningkatkan produksi reactive oxygen 

species (ROS) dan menurunkan viabilitas 

setelah pencairan (Len et al., 2019). Efek-

tivitas tinggi yang diamati, dikaitkan dengan 

sifat EG sebagai krioprotektan intraseluler 

yang dapat masuk ke dalam sel. Namun, 

pergerakan air dan EG yang terlalu cepat 

keluar masuk sel dapat menimbulkan kejutan 

osmotik, yang berakibat pada keru-sakan 

atau lisis membran sel selama pem-bekuan 

(Ozimic et al., 2023). Pada penelitian ini 

menunjukkan adanya penurunan viabi-litas 

setelah pencairan pada setiap perlakuan  
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Tabel 1. Kualitas semen ayam gaga sebelum pembekuan dan setelah pencairan yang telah diberikan  

              Perlakuan 

 
Perlakuan 

Sebelum Pembekuan (%)                                                   

Before freezing (Bf) 

Setelah Pencairan (%) 

After thawing (At) 
Setelah Pencairan (%) 

Motilitas 

(Bf) 

Viabilitas 

(Bf) 

Abnormalitas 

(Bf) 

Motilitas 

(At) 

Viabilitas 

(At) 

Abnormalitas

(At) 
DMSO + 7% 77.50 ± 1.86a 93.36 ± 1.03ab 9.03 ± 0.88a 34.00 ± 1.8b 50.25 ± 0.39b 21.56 ± 3.23a 

EYRL+EG 5% 79.00 ± 1.63a 96.21 ± 0.62b 7.52 ± 1.00a 24.00 ± 1.00a 51.91 ± 0.63b 19.51 ± 2.90a 

EYRL+EG 7% 78.50 ± 1.07a 93.33 ± 0.87a 9.45 ± 1.22a 20.50 ± 2.03a 47.61 ± 2.32ab 22.18 ± 2.80a 

EYRL+EG 9% 77.00 ± 2.13a 92.62 ± 1.34a 9.15 ± 0.77a 21.50 ± 2.48a 41.42 ± 3.78a 23.65 ± 3.58a 

      a,bSuperskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang signifikan (p < 0.05). 

 

 
Gambar 1. Viabilitas spermatozoa ayam Gaga. a: spermatozoa hidup (tidak menyerap warna), b:  

                    spermatozoa mati (menyerap warna).   
 

Tabel 2. Persentase recovery rate, penurunan viabilitas, dan peningkatan abnormalitas semen   

              ayam gaga yang telah diberikan perlakuan 
Perlakuan Variabel (%) 

 

Recovery Rate Penurunan Viabilitas Peningkatan 

Abnormalitas 
DMSO + 7% 44.29 ± 3.00b 43.11 ± 0.99a 12.53 ± 2.90a 

EYRL + EG 5% 30.44 ± 1.28a 44.31 ± 0.75a 11.98 ± 2.50a 

EYRL + EG 7% 26.19 ± 2.62a 45.72 ± 2.91a 12.73 ± 2.19a 

EYRL + EG 9% 28.02 ± 3.26a 51.20 ± 3.68b 14.49 ± 3.50a 
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Gambar 2. Abnormalitas  spermatozoa ayam Gaga. a: spermatozoa abnormal, b: spermatozoa normal.   
 

 

Gambar 3. Hasil analisis SEM sperma pasca-pencairan dengan krioprotektan etilen glikol pada    

                  perbesaran 20.000x. Bagian tengah sperma (atas) dan kepala (bawah).   
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Penurunan viabilitas tertinggi terjadi pada 

perlakuan EG 9% (51,20 ± 3,68 %) dan 

terendah pada DMSO 7%, (43,11± 0,99 %). 

Penggunaan EG tetap dapat digunakan seba-

gai krioprotektan pada kriopreservasi semen 

ayam gaga, tetapi laju pembekuan yang ter-

lalu lambat atau terlalu cepat harus dise-

suaikan karena dapat menimbulkan efek 

yang merugikan. Senyawa EG juga lebih 

sensitif terhadap fluktuasi suhu sehingga 

memerlukan penyesuaian kecepatan pembe-

kuan (Zong et al., 2023). Tekanan osmotik 

sangat menentukan keberhasilan kriopreser- 

vasi karena memengaruhi keseimbangan ca-

iran serta viabilitas spermatozoa selama pro-

ses pembekuan dan pencairan. Ketidakse-

imbangan tekanan osmotik dapat menyebab-

kan kerusakan atau bahkan kematian sperma-

tozoa (Mughal et al., 2018). 

Hasil yang diperoleh dari evaluasi 

abnormalitas sebelum pembekuan dan sete-

lah pencairan menunjukkan bahwa perlakuan 

yang diberikan tidak berpengaruh nyata 

(Gambar 2). Rata-rata abnormalitas sperma-

tozoa sebelum pembekuan dalam penelitian 

ini berkisar antara 7,52–9,45%, relatif lebih 

rendah dibandingkan laporan 9,5–15,4% 

pada semen ayam kampung (Ardiansyah et 

al., 2022) dan 13,01% pada semen ayam 

nunukan (Ardhani et al., 2019). Pada pene-

litian ini terjadi adanya peningkatan abnor-

malitas setelah pencairan pada setiap per-

plakuan. Peningkatan abnormalitas terendah 

ditemukan pada perlakuan EG 5% (11,98 ± 

2,50%) dan tertinggi pada EG 9% (14,49 ± 

3,50%). Tingginya tingkat abnormalitas 

dapat memengaruhi fertilitas, hal ini sejalan 

dengan laporan Junaedi et al. (2016) yang 

menyatakan bahwa tingkat kesuburan sangat 

berkorelasi dengan morfologi normal, karena 

spermatozoa abnormal lebih sulit untuk 

menembus zona pelusida oosit.  

Semakin tinggi nilai recovery rate 

yang dihasilkan, semakin baik kemampuan 

spermatozoa untuk bertahan hidup dan tetap 

aktif setelah pencairan. Recovery rate ter-

tinggi pada penelitian ini adalah 44,29 ± 

3,00%  pada perlakuan DMSO 7% dan teren-

dah 26,19 ± 2,62% pada perlakuan EG 7% 

(Tabel 2). Recovery rate tersebut lebih 

rendah dibandingkan laporan Mphaphathi et 

al. (2016) yang mengemukakan nilai 50,11% 

dan 49,02% pada perlakuan 8% DMSO dan 

EG, serta 23,75% dan 6,10% pada perlakuan 

8% propanediol dan tanpa krioprotektan. 

Recovery rate yang rendah kurang optimal 

untuk suatu keberhasilan fertilisasi, kecuali 

dengan penggunaan jumlah spermatozoa 

yang sangat banyak atau penerapan inse-

minasi buatan secara intensif. Arif et al. 

(2025) melaporkan bahwa tingkat fertilisasi 

yang wajar dapat dicapai apabila motilitas 

spermatozoa setelah pencairan mencapai 

≥40%. Motilitas di bawah batas ini masih 

bisa dimanfaatkan dalam konteks terbatas, 

khususnya untuk tujuan konservasi genetik, 

tetapi kurang sesuai untuk inseminasi buatan 

secara komersial. Proses pembekuan dan 

pencairan seringkali menyebabkan perubah-

an morfologi, sementara peningkatan ROS 

selama kriopreservasi dapat berdampak 

negatif pada motilitas spermatozoa dan 

menghasilkan nilai recovery rate yang 

rendah (Khan et al., 2021). 

Pengamatan ultrastruktur spermato-

zoa memberikan gambaran lebih jelas 

mengenai kondisi permukaan spermatozoa 

setelah pencairan. Proses kriopreservasi da-

pat merusak spermatozoa, terutama pada 

bagian kepala, tengah dan ekor. Hasil peng-

amatan ultrastruktur pada penelitian ini 

disajikan pada Gambar 3, bahwa terdapat 

kepala spermatozoa dengan akrosom yang 

hilang. Hal ini menandakan terjadinya 

kerusakan pada akrosom selama pembekuan, 

sementara bagian tengahnya masih tampak 

utuh. Hal tersebut membuktikan bahwa 

penggunaan EG sebagai krioprotektan ter-

bukti membantu mengurangi kerusakan pada 

spermatozoa. Hasil ini sejalan dengan ana-

lisis ultrastruktur sebelumnya pada sper-

matozoa ayam gaga yang dikriopreservasi 

menggunakan DMSO 7%, dilaporkan adanya 

kerusakan pada bagian ekor, seperti terbelah 

dan melengkung (Khaeruddin, 2024b), serta 

distribusi yang tidak merata pada membran 

plasma dan mitokondria (Chen et al., 2024). 

Bagian tengah spermatozoa mengandung 

mitokondria yang berperan penting dalam 

metabolisme energi yang diperlukan untuk 
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motilitas progresif spermatozoa (Sangani et 

al., 2017). Spermatozoa unggas diketahui 

memiliki proporsi asam lemak tak jenuh 

ganda dalam membran plasma yang lebih 

tinggi dibandingkan beberapa spesies mama-

lia (Najafi et al., 2020). Spermatozoa unggas 

memiliki tingkat ketahanan yang lebih 

rendah dibandingkan spermatozoa mamalia 

selama kriopreservasi karena rasio luas per-

mukaan spermatozoa unggas terhadap volu-

menya cenderung lebih kecil. Kombinasi 

Egg Yolk Ringer's Lactate.  (EYRL) dan EG 

terbukti mampu mempertahankan integritas 

membran karena berfungsi sebagai kriopro-

tektan sekaligus antioksidan. Membran plas-

ma berperan sebagai penghalang semiper-

meabel yang melindungi organel sel seperti 

akrosom, inti dan mitokondria dari kerusakan 

akibat faktor eksternal (Ray et al., 2016). 

Oleh karena itu, integritas membran plasma 

sangat penting untuk menjaga kelangsungan 

hidup serta fungsi spermatozoa setelah pro-

ses kriopreservasi. 

 

 

SIMPULAN 

 

Motilitas spermatozoa sebelum pem-

bekuan, abnormalitas sebelum pembekuan 

dan setelah pencairan menunjukkan hasil 

tidak berpengaruh nyata, sedangkan motilitas 

setelah pencairan, viabilitas sebelum pem-

bekuan dan setelah pencairan menunjukkan 

hasil berpengaruh nyata. Hasil ini menun-

jukkan bahwa DMSO merupakan kriopro-

tektan yang lebih efektif dalam menjaga 

integritas fungsional spermatozoa ayam gaga 

setelah pencairan dibandingkan EG. Peng-

amatan ultrastruktural menunjukkan bah-wa 

spermatozoa ayam yang telah melewati 

kriopreservasi mengalami kehilangan akro-

som di bagian kepala, yang menandakan 

kerusakan akrosom selama pembekuan, se-

mentara bagian tengah tetap utuh. 

 

 

SARAN 

 

Penggunaan EG dengan dosis 5%, 

7% dan 9% sebagai krioprotektan semen 

ayam gaga menunjukkan hasil yang masih 

kurang optimal. Diperlukan penelitian lebih 

lanjut menggunakan kadar EG yang berbeda 

atau menggunakan krioprotektan jenis lain 

agar diperoleh kualitas semen beku ayam 

gaga yang lebih baik. 
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