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Penelitian bertujuan untuk mengetahui intensitas kalsium (Ca2+) 

intraseluler dan ultrastruktur pada beberapa bagian spermatozoa ayam 

setelah pembekuan. Analisis intensitas Ca2+ intraseluler menggunakan 

confocal laser scanning microscopy (CLSM) pada akrosom, kepala, 

bagian tengah dan ekor spermatozoa ayam sebelum dan setelah 

pembekuan, serta analisis Ca2+ juga dilakukan pada setiap lapisan 

spermatozoa. Analisis ultrastruktur spermatozoa menggunakan field 

emission-scanning electrom microscopy (FE-SEM) setelah pembekuan. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa intensitas Ca2+ intraseluler lebih 

tinggi pada bagian akrosom dan bagian tengah, sedangkan pada bagian 

kepala dan ekor lebih rendah. Proses pembekuan-thawing menyebabkan 

peningkatan intensitas Ca2+ intraseluler di semua bagian spermatozoa. 

Intensitas Ca2+ intraseluler pada lapisan bagian tengah lebih tinggi 

dibandingkan pada  bagian permukaan atas dan bawah spermatozoa. 

Pengamatan ultrastruktur menunjukkan adanya kerusakan pada bagian 

tengah, terlepasnya tudung akrosom, ekor melipat dan ujung ekor yang 

sedikit terbelah setelah pembekuan-thawing. 
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The study aims to determine the intensity of intracellular calcium 

(Ca2+) and ultrastructure in several parts of chicken spermatozoa after 

freezing. Analysis of intracellular Ca2+ intensity using confocal laser 

scanning microscopy (CLSM) on the acrosome, head, middle and tail of 

chicken spermatozoa before and after freezing and Ca2+ analysis was also 

carried out on each layer of spermatozoa. Analysis of spermatozoa 

ultrastructure using field emission-scanning electrom microscopy (FE-

SEM) after freezing. The results showed that the intensity of intracellular 

Ca2+ was higher in the acrosome and middle parts, while in the head and 

tail parts it was lower. The freezing-thawing process causes an increase in 

intracellular Ca2+ intensity in all parts of spermatozoa. The intensity of 

intracellular Ca2+ in the middle layer is higher than on the upper and lower 

surfaces of spermatozoa. Ultrastructural observations showed damage to 

the middle part, detachment of the acrosome cap, folded tail and slightly 

split tail tip after freezing-thawing. 
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PENDAHULUAN 

 

Pemanfaatan teknologi inseminasi 

buatan (IB) merupakan langkah yang tepat 

digunakan dalam manajemen perkawinan 

ayam, karena efisien dan mengoptimalkan 

pemanfaatan spermatozoa pejantan unggul jika 

dibandingkan kawin alami (Khaeruddin et al., 

2020b). Pembekuan spermatozoa ayam 

memiliki peranan penting dalam bidang 

peternakan unggas, terutama untuk pemuliaan 

dan pengelolaan genetika. Teknik ini 

memungkinkan penyimpanan spermatozoa 

ayam jangka panjang tanpa mengurangi 

kualitas atau daya fertilisasi, sehingga peternak 

dapat melakukan inseminasi buatan secara 

efisien meskipun tanpa harus mendatangkan 

pejantan secara langsung. Pembekuan 

spermatozoa juga memberikan peluang untuk 

mempertahankan dan menyebarkan sifat-sifat 

unggul dari ayam pilihan secara lebih luas dan 

berkelanjutan, serta mendukung peningkatan 

produktivitas dan keberagaman genetik dalam 

populasi ayam.  

Pembekuan (kriopreservasi) 

spermatozoa adalah proses penyimpanan sel 

jangka panjang pada suhu sangat rendah, 

untuk menghentikan semua aktivitas biologis 

dan mencegah kerusakan sel yang disebabkan 

oleh degradasi biologis (Khaeruddin et al, 

2024). Namun, pembekuan spermatozoa ayam 

dapat menyebabkan penurunan motilitas 

spermatozoa setelah pencairan kembali (post 

thawing) (Khaeruddin & Kurniawan, 2020). 

Motilitas spermatozoa ini berkaitan dengan 

intensitas ion kalsium (Ca2+) intraseluler.  

Penelitian terbaru menunjukkan bahwa 

homeostasis Ca2+ terbukti penting untuk 

menjaga motilitas spermatozoa ayam secara in 

vitro (Froman, 2016). Pengaturan Ca2+ di 

dalam sel berpengaruh terhadap motilitas dan 

reaksi akrosom pada spermatozoa, yang 

penting dalam proses penetrasi telur (Sushadi 

et al., 2023). Mekanisme Ca2+ dalam motilitas 

melibatkan pengaktifan enzim yang berperan 

dalam menjaga homeostasis energi di dalam 

sel (Nguyen et al., 2016b). Kajian intensitas 

kalsium spermatozoa ayam menjadi penting 

untuk memahami hubungannya penurunan 

motilitas post thawing. 

Spermatozoa ayam lebih rentan terhadap 

kerusakan selama proses pembekuan karena 

rasio luas permukaan terhadap volume yang 

relatif lebih rendah dan ekor yang lebih tipis 

dibandingkan dengan beberapa spesies 

mamalia (Mohammad et al., 2021). Penelitian 

kerusakan ataupun abnormalitas spermatozoa 

ayam secara umum diamati menggunakan 

mikroskop cahaya dengan perbesaran yang 

terbatas, pemeriksaan dengan  menggunakan 

mikroskop elektron pada skala ultrastruktur 

penting dilakukan untuk melihat kerusakan 

spermatozoa secara lebih detail. 

Ultrastruktur merujuk pada rincian 

struktur yang sangat halus dan mendalam dari 

suatu sel yang hanya dapat dilihat 

menggunakan mikroskop elektron (scanning 

electron microscopy atau transmission 

electron microscopy). Berbeda dengan 

mikroskop cahaya biasa, mikroskop elektron 

memungkinkan kita untuk mengamati struktur-

struktur pada tingkat yang lebih kecil, seperti 

organel sel atau bagian-bagian kecil pada 

permukaan sel. 

Analisa ultrastruktur dapat digunakan 

untuk mengamati deformitas intuitif pada 

kepala sperma (nukleus), bagian tengah dan 

mitokondria yang disebabkan oleh cedera 

akibat pembekuan (Shi et al., 2014). 

Mengamati ultrastruktur spermatozoa ayam 

yang dibekukan menggunakan teknik SEM 

sangat penting untuk mengevaluasi kerusakan 

atau perubahan morfologi yang mungkin 

terjadi selama proses pembekuan, sehingga 

dapat meningkatkan pemahaman dan optimasi 

prosedur pembekuan untuk mempertahankan 

kualitas spermatozoa. Berdasarkan hal tersebut 

maka penelitian ini dilakukan dengan tujuan 

untuk mengetahui intensitas Ca2+ intraseluler 

dan ultrastruktur pada beberapa bagian 

spermatozoa ayam setelah pembekuan.  
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METODE 

 
Penyiapan Pengencer  

Pengencer semen yang digunakan adalah 

Ringer laktat kuning telur (Khaeruddin et al., 

2016), ditambahkan antibiotik penisilin 1000 

IU dan streptomisin 1 mg/ml dan pH 

pengencer disesuaikan dengan tris 

hydroxymethyl aminomethane (Khaeruddin et 

al., 2020a). Krioprotektan yang digunakan 

dalam pengencer adalah dimethyl sulfoxide 

dengan konsentrasi 7% (Khaeruddin et al., 

2020c). 

Koleksi dan Evaluasi Semen  

Semen dikoleksi dari 3 ekor ayam lokal 

pejantan (Gaga) umur >10 bulan dengan 

metode pemijatan abdominal, kemudian 

dievaluasi secara makroskopis dan 

mikroskopis. Semen dengan motilitas 

spermatozoa >80% dan abnormalitas <10% 

dilanjutkan ke tahap pengenceran dan 

pembekuan 

Tahap Pembekuan Semen 

Semen diencerkan dan dikemas dalam 

straw, kemudian diekuilibrasi pada suhu 5 °C 

selama 2 jam (Wahjuningsih et al., 2024). 

Selanjutnya dilakukan pre-freezing dengan 

menempatkan straw di atas permukaan 

nitrogen cair setinggi 3 cm (Madeddu et al., 

2016), selama 10 menit (Mosca et al., 2016). 

Straw kemudian dimasukkan dalam kontainer 

untuk dibekukan dalam nitrogen cair selama 

24 jam sebelum thawing. Thawing semen 

dilakukan pada suhu 37 °C selama 30 detik 

(Salih et al., 2021). 

Analisis Intensitas Kalsium Intraseluler 

 Preparasi sampel dan analisis intensitas 

Ca2+ intraseluler dilakukan berdasarkan 

Khaeruddin et al. (2024a). Semen 50 µl 

diencerkan dengan 150 µl phosphate buffered 

saline (PBS) kemudian disentrifius 6000 rpm 

selama 2 menit. Pellet hasil sentrifius 10 µl 

ditambahkan 10 µl pewarna Fluo-3 (Sigma-

Aldrich, US), ditutup dengan aluminium foil 

dan diinkubasi pada suhu ruang dengan 

kondisi gelap selama 30 menit. Sampel 

ditambahkan PBS hingga volumenya 150 µl 

kemudian dicuci 3 kali dengan cara 

disentrifius 6000 rpm selama 2 menit. Pellet 

hasil pencucian diencerkan dengan 30 µl PBS 

dan dihomogenkan kemudian diteteskan pada 

cover slip ditutup dengan cover slip. 

Intensitas kalsium diukur menggunakan 

Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM) 

(Olympus FV1000, Jepang), dengan teknik 

pengirisan spermatozoa dengan laser. 

Pengamatan intensitas Ca2+ pada akrosom, 

kepala, bagian tengah dan ekor dilakukan pada 

terhadap 13 sel spermatozoa sebelum dan 13 

sel spermatozoa setelah pembekuan. 

Pengamatan intensitas Ca2+ pada tiap lapisan 

spermatozoa dilakukan pada 6 sel spermatozoa 

sebelum pembekuan dan 6 sel setelah 

pembekuan.  

 

Analisis Ultrastruktur Spermatozoa 

Pengamatan ultrastruktur spermatozoa 

menggunakan Field Emission Scanning 

Electron Microscopy (FE-SEM) (FEI Quanta 

600, US). Preparasi sampel dilakukan dengan 

cara semen dicuci dengan NaCl fisiologis 

kemudian difiksasi glutaraldehid 2,5% (3-4 

jam), pencucian buffer phosphate pH 8 3 x 5 

menit, dicuci dengan PBS 3 x 5 menit, 

dehidrasi dengan alkohol bertingkat 50%, 

70%, 80%, 90%, 95%, 100% kemudian 

dilakukan penempelan stub dan dilapisi 

(coating) dengan emas ketebalan 6 nm selama 

35 detik menggunakan sputter coating 

kemudian dianalisis FESEM perbesaran 1500-

10000x dengan tegangan akselerasi 10 kV.  

 

Analisis Data 

Data konsentrasi kalsium pada setiap 

bagian spermatozoa dianalisis sidik ragam 

(ANOVA), perbedaan antar bagian dianalisis 

dengan uji jarak berganda Duncan 

menggunakan software SPSS 25. Sedangkan 

data konsentrasi kalsium pada tiap lapisan dan 

pengamatan ultrastruktur disajikan secara 

deskriptif. 
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HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

Kalsium Intraseluler 

Penelitian ini menunjukkan bahwa 

konsentrasi ion kalsium (Ca2+) berbeda pada 

setiap bagian spermatozoa (Gambar 1). 

Konsentrasi Ca2+ spermatozoa ayam lebih 

tinggi pada bagian akrosom dan bagian tengah 

jika dibandingkan bagian kepala dan ekor pada 

semen segar (Gambar 1 dan 2).  

 

 

Gambar 1. Konsentrasi Ca2+ intraseluler  pada 

beberapa bagian spermatozoa pada 

semen segar dan semen post 

thawing.  

Keterangan: Superskrip ab menunjukkan perbedaan 

yang sangat signifikan (P<0,01) dan 

superskrip xy  menunjukkan perbedan 

yang signifikan (P<0,05) 

Hasil ini sejalan dengan penelitian 

sebelumnya pada spermatozoa manusia yang 

diwarnai dengan Fluo-3 menunjukkan 

konsentrasi ion Ca2+ bebas dalam jumlah yang 

tinggi pada bagian tengah (Kotwicka et al., 

2016). Organel spermatozoa yang menyimpan 

Ca2+ adalah bagian anterior (akrosom) dan 

bagian tengah. Mitokondria adalah organel di 

bagian tengah yang merupakan tempat 

akumulasi sejumlah besar Ca2+ (Costello et al., 

2009). Akumulasi Ca2+ ke dalam mitokondria 

mengatur metabolisme mitokondria dan 

menyebabkan depolarisasi sementara potensial 

membran mitokondria (Duchen, 2000). Peran 

mitokondria dalam homeostasis Ca2+ sangat 

penting karena sebagai ruang sel utama yang 

terlibat dalam produksi adenosine triphosphate 

(ATP) dan karena ada hubungan antara kadar 

Ca2+ mitokondria dan dinamika, fungsi, dan 

metabolisme mitokondria (Romero-Garcia & 

Prado-Garcia, 2019). 

Nguyen et al. (2016b) melaporkan 

bahwa beberapa tipe saluran kalsium 

terdeteksi kuat pada bagian akrosom dan 

bagian tengah spermatozoa ayam, sedangkan 

pada bagian ekor jauh lebih rendah, sehingga 

saluran ini mungkin terlibat dalam masuknya 

Ca2+ pada akrosom dan bagian tengah 

spermatozoa ayam yang berperan dalam reaksi 

akrosom dan motilitas spermatozoa. Penelitian 

Korobkin et al. (2021) pada spermatozoa 

manusia menunjukkan bahwa ion kalsium 

memasuki sitosol melalui saluran kalsium 

yang terbuka pada membran dan kemudian 

berdifusi ke bagian tengah spermatozoa. 

Mobilisasi ion Ca2+ dari salah satu simpanan 

internal pada bagian spermatozoa ke dalam 

akrosom akan mengakibatkan peningkatan 

konsentrasi Ca2+ pada akrosom (Cohen et al., 

2022). 

Masuknya Ca2+ ekstraseluler ke dalam 

sel spermatozoa mengatur produksi ATP 

mitokondria, terlibat langsung dalam regulasi 

energi melalui stimulasi fosforilasi adenosine 

monophosphate - activated protein kinase 

(AMPK) pada spermatozoa ayam yang 

berperan penting pada fungsi spermatozoa 

yaitu motilitas dan reaksi akrosom (Nguyen et 

al., 2014; 2016a; 2016b).  

Ca2+ berperan dalam berbagai proses 

seluler dan disimpan dalam sel dengan 

konsentrasi rendah dalam bentuk bebas untuk 

menghindari kerusakan, dibandingkan dengan 

konsentrasi ekstraseluler yang lebih tinggi 

(Matuz-Marez et al., 2022).   Perlakuan 

pembekuan dan pencairan kembali (post 

thawing) menyebabkan peningkatan 

konsentrasi Ca2+ intraseluler semua bagian 

spermatozoa (Gambar 1). Peningkatan kalsium 

intraseluler dapat terjadi melalui pelepasan 

Ca2+ dari penyimpanan intraseluler atau 

66.13a

93.43x

27.11b

87.08x

56.2a

89.28x

24.02b

71.57y

Semen segar Semen post thawing

Intensitas Ca2+ intraseluler (au)

Akrosom Kepala Bagian tengah Ekor
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masuknya Ca2+ melintasi membran plasma 

(Nguyen et al., 2016b).  

 

 

Gambar 2. Hasil pewarnaan spermatozoa 

dengan Fluo 3 
Keterangan: Gambar fluorescence (kiri) dan 

differential interference contrast + 

fluorescence (Super infuse) (Kanan). 

Panah merah menunjukkan pendaran 

warna pada akrosom dan panah biru 

menunjukkan pendaran warna pada 

bagian tengah 

Membran sel merupakan salah satu 

lokasi utama yang mengalami cedera selama 

pembekuan dan thawing pada proses 

kriopreservasi sel. Hal ini kemungkinan besar 

disebabkan oleh efek drastis pembentukan es 

pada keadaan fase membran, yang akan 

mempengaruhi parameter permeabilitas 

membran (Oldenhof et al., 2010). Peningkatan 

permeabilitas membran akibat pendinginan ini 

memungkinkan Ca2+ mampu menembus sel 

(Robertson & Watson, 1986). Peningkatan 

Ca2+ intraseluler setelah pembekuan juga 

dilaporkan pada spermatozoa sapi (Treulen et 

al., 2018) dan kuda (Yeste et al., 2015).  

Kelebihan Ca2+ merugikan fungsi 

mitokondria dan dapat menjadi penyebab 

penting pembentukan reactive oxygen species 

(ROS) pada mitokondria (Peng & Jou, 2010). 

Akumulasi kalsium yang berlebih dapat 

mengganggu fungsi mitokondria, 

menyebabkan penurunan produksi ATP dan 

peningkatan pelepasan spesies oksigen reaktif 

(ROS) (Santulli et al., 2015). Menurut 

Kotwicka et al., (2016), konsentrasi Ca2+ bebas 

yang berlebihan di dalam mitokondria 

berkaitan dengan penurunan potensial 

membran mitokondria yang signifikan. 

Mitokondria spermatozoa berperan penting 

dalam homeostasis Ca2+. Peristiwa yang 

mungkin terkait dengan gangguan mitokondria 

seperti peningkatan kadar Ca2+ intraseluler 

berdampak pada penurunan kualitas semen 

selama penyimpanan atau berdampak pada 

fungsi mitokondria (Sushadi et al., 2023).   

Penelitian Schuh et al. (2004) 

mendukung hipotesis bahwa enzim Ca2+-

ATPase diperlukan untuk regulasi fungsi 

spermatozoa dan level Ca2+ intraseluler. Ca2+-

ATPase pada membran plasma berperan 

penting untuk mengatur homeostasis Ca2+ 

seluler (Gong et al., 2018). Pendinginan 

menyebabkan kerusakan membran karena 

terjadi hidrolisis membran dan keruskan fungsi 

Ca2+-ATPase (Sieme et al., 2015; Jin & Yang, 

2017).  

 

 

Gambar 3. Hasil analisis konsentrasi Ca2+  

intraseluler pada tiap lapisan 

slicing spermatozoa 

 

Gangguan fungsi membran sel dan 

mitokondria tersebut menjelaskan rendahnya 

kualitas spermatozoa ayam post thawing 

seperti laporan pada penelitian-penelitian 

sebelumnya (Khaeruddin et al., 2024a; 2020c). 

Penelitian Froman (2016) menunjukkan bahwa 

peningkatan permeabilitas Ca2+ selama 

penyimpanan dingin bisa berdampak pada 

penurunan motilitas spermatozoa dan potensi 

pembuahan pada unggas. Keshtgar et al. 

(2016) bahwa peningkatan Ca2+ intraseluler 

25.57
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73.03
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secara langsung ataupun karena produksi ROS 

yang meningkat menyebabkan penurunan 

motilitas spermatozoa. Proses kriopreservasi 

secara signifikan menurunkan persentase sel 

spermatozoa hidup dengan Ca2+ intraseluler 

yang tinggi (Ebrahimi & Keshtgar, 2020). 

 

 

Gambar 4. Hasil analisis intensitas Ca2+ pada 3 

lapisan spermatozoa 
Keterangan: Grafik intensitas kalsium (sampel 

semen segar) dari kepala hingga 

ekor (a), gambar superimpose 

spermatozoa (b). Lapisan pertama 

(1), lapisan keempat (4) dan lapisan 

keenam (6).  

CLSM berbeda dengan mikroskop optik 

konvensional atau mikroskop fluoresensi, 

karena menggunakan sumber laser dan 

perangkat pemindaian berdasarkan pencitraan 

mikroskop fluoresensi dan menerapkan 

perangkat pemfokusan konjugasi berdasarkan 

mikroskop optik tradisional untuk mencapai 

pemindaian setiap lapisan dan pencitraan 

sampel (Zhang et al., 2019).  

Hasil pemindaian spermatozoa ayam 

pada tiap lapisan dapat dilihat pada Gambar 3 

dan 4. Gambar tersebut menunjukkan irisan 

tipis pada permukaan atas spermatozoa 

(lapisan pertama) memiliki intensitas Ca2+ 

yang rendah. Pengirisan pada lapisan bagian 

dalam (lapisan keempat) menunjukkan 

intensitas Ca2+  yang lebih tinggi.  Sedangkan 

lapisan permukaan spermatozoa bagian bawah 

(lapisan keenam) memiliki intensitas Ca2+ 

yang rendah.  

 

Ultrastruktur Spermatozoa 

Hasil analisis kerusakan spermatozoa 

ayam setelah pembekuan dengan 

menggunakan SEM dapat dilihat pada Gambar 

5. Kerusakan terlihat pada bagian kepala yaitu 

terlepasnya tudung akrosom yang menyisakan 

perforatorium. Hasil ini serupa dengan laporan 

Olexikova et al. (2018) yang menunjukkan 

kerusakan pada akrosom spermatozoa ayam 

setelah pembekuan yaitu terlepasnya tudung 

akrosom dari kepala, hilangnya zat di sekitar 

perforatorium dan kesenjangan tudung 

akrosom dengan perforatorium. Demikian juga 

dengan laporan Zong et al. (2023) bahwa 

pembekuan menyebabkan adanya ruang yang 

lebih besar antara akrosom dan perforatorium 

pada spermatozoa ayam. 

Hasil ini sejalan dengan penelitian pada 

spermatozoa mamalia setelah pembekuan. 

Zampini et al. (2020) melaporkan adanya 

kerusakan membran akrosom akibat proses 

pembekuan pada spermatozoa Llama. Laporan 

Abdelnour et al. (2020) pada spermatozoa 

kelinci juga memiliki kecenderungan 

perubahan ultrastruktur membran plasma, 

gangguan pada membran akrosom yang  
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Gambar 5. Hasil pengamatan ultrastruktur spermatozoa ayam menggunakan SEM. Perbesaran 

10000x: a. Kepala (P : perforatorium), b. Bagian tengah yang rusak (M : mitokondria), 

c. Ujung ekor terbelah, d. Ekor melipat. Perbesaran 1500x: e. Spermatozoa utuh 
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menyebabkan pengurangan ukuran kepala 

setelah pembekuan. 

Membran akrosom merupakan bagian 

lain yang sensitif dari sel spermatozoa 

terhadap kerusakan selama kriopreservasi 

(Pesch & Bergmann, 2006). Hilangnya 

akrosom dikaitkan dengan tekanan mekanis 

yang dialami oleh spermatozoa selama 

pembekuan yang dapat menyebabkan reaksi 

akrosom prematur (Bailey et al., 2000). Chen 

et al. (2024) menyatakan bahwa kriopreservasi 

dapat merusak membran plasma spermatozoa 

dan akrosom, sehingga mengakibatkan 

penurunan kemampuan pembuahan. 

Kerusakan juga terjadi pada bagian 

tengah spermatozoa setelah pembekuan 

(Gambar 5). Bagian tengah mengandung 

mitokondria yang berkontribusi pada 

metabolisme energi (Blesbois, 2018). Hasil 

penelitian Zong et al. (2023) menyatakan 

bahwa pembekuan spermatozoa ayam 

menyebabkan kerusakan struktural pada 

sebagian besar spermatozoa, dan kerusakan 

lebih besar terjadi pada mitokondria 

(kepadatan matriks berkurang dan sedikit 

membengkak), bagian tengah, dan 

perforatorium dibandingkan bagian lain.  

Sedangkan Heng et al. (2022) menemukan 

bahwa kerusakan akibat pembekuan pada 

spermatozoa ayam terjadi di beberapa bagian, 

termasuk struktur membran (membran plasma 

dan inti), kepala spermatozoa, selubung 

mitokondria, dan mikrotubulus doublet. 

Analisa kerusakan ultrastruktur spermatozoa 

ayam yang dikriopreservasi pada studi 

sebelumnya menunjukkan bahwa kepadatan 

matriks mitokondria berkurang (Zong et al., 

2023), kerusakan membran plasma kepala 

spermatozoa dan selubung mitokondria 

membengkak dan terdistribusi tidak merata 

(Chen et al., 2024). 

Hasil penelitian ini juga serupa dengan 

yang terjadi pada spermatozoa mamalia 

dimana Zampini et al. (2020) menunjukkan 

spermatozoa Llama menunjukkan bagian 

tengah mengalami vakuolisasi, distorsi krista 

dan hilangnya mitokondria setelah pembekuan 

yang menyebabkan penurunan potensial 

membran mitokondria. Sedangkan Shi et al. 

(2014) pada spermatozoa kambing setelah 

pembekuan menyebabkan membran plasma 

pecah, nukleoplasma meletus, dan 

disorganisasi struktural mitokondria.  

Kerusakan struktur spermatozoa setelah 

pembekuan kemungkinan disebabkan oleh 

kristalisasi es, stres oksidatif, heat shock, dan 

osmotic shock (O’Neill et al., 2019). 

Spermatozoa unggas memiliki jumlah asam 

lemak tak jenuh ganda pada membran plasma 

yang lebih tinggi jika dibandingkan 

spermatozoa dari beberapa spesies mamalia 

(Najafi et al., 2020), hal ini diyakini menjadi 

salah satu penyebab spermatozoa ayam lebih 

rentan terhadap kerusakan dalam proses 

pembekuan (Zong et al., 2023). ROS dapat 

menyerang membran plasma dan mitokondria 

spermatozoa yang mengakibatkan disfungsi 

membran plasma (Zhang et al., 2021). 

Ketidakseimbangan antara sistem pertahanan 

antioksidan seluler dan produksi spesies 

oksigen reaktif (ROS) selama pembekuan 

menyebabkan stres oksidatif yang menjadi 

penyebab utama kerusakan pada spermatozoa 

selama proses pembekuan (Peña et al., 2019). 

Kerusakan ultrastruktur pada penelitian 

juga ditemukan pada bagian ekor yang tampak 

sedikit terpotong dan adanya ekor yang 

melipat (Gambar 5). Hasil ini sejalan dengan 

laporan Woelders et al. (2022) bahwa sebagian 

besar sel spermatozoa ayam yang bermembran 

utuh memiliki ekor yang tertekuk setelah 

dibekukan menggunakan krioprotektan 

metilasetamid dan metilformamid.  

Hal ini juga sejalan pada spermatozoa 

mamalia oleh laporan Zampini et al. (2020), 

bahwa beberapa sel spermatozoa Llama 

mengalami pembengkokan ekor, dengan 

permukaan yang kasar atau retak setelah 

pendinginan. Khalil et al. (2017) juga 

melaporkan pada spermatozoa sapi yang 

dibekukan menyebabkan adanya retakan pada 

bagian ekor. Menurut Holmes et al. (2020), 

sebagian besar spermatozoa yang terpapar 

kondisi hipotonik memperlihatkan perubahan 
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pada tampilan ekor seperti ujung ekor 

melingkar dan ekor terlipat. Oldenhof et al., 

(2013), menambahkan bahwa stres hipotonik 

lebih merugikan daripada stres hipertonik pada 

spermatozoa, terutama setelah kriopreservasi 

karena adanya peningkatan jumlah spesies 

oksigen reaktif.  

 

KESIMPULAN 

Intensitas kalsium intraseluler 

spermatozoa ayam lebih tinggi pada bagian 

akrosom dan bagian tengah, sedangkan pada 

bagian kepala dan ekor lebih rendah. Proses 

pembekuan-thawing menyebabkan 

peningkatan intensitas kalsium intraseluler di 

semua bagian spermatozoa. Pengamatan 

ultrastruktur menunjukkan adanya kerusakan 

pada bagian tengah, terlepasnya tudung 

akrosom, ekor melipat dan ujung ekor yang 

sedikit terbelah setelah pembekuan-thawing. 
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