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ABSTRAK 

Objektif kajian ini adalah untuk menilai kesan sejuk beku terhadap semen ayam 
Kampung (Gallus gallus) dengan mengunakan kepekatan berlainan bagi Etilena glikol 
dan Gliserol sebagai Pengawetan-krio. Kajian ini telah dijalankan di rumah ayam 
separuh intensif, Fakulti Pertanian Lestari (FPL, Universiti Malaysia Sabah untuk 
pengumpulan semen dan makmal Anatomi Fakulti Pertanian Lestari(FPL) untuk 
penilaian semen. Tempoh kajian ini adalah dari Oktober sehingga November 2017. 
Dalam kajian ini empat ekor ayam kampung telah dipilih, secara rawak di mana air 
mani segar tersebut telah dikumpulkan dalam tiub appendorf. Kajian ini telah diulang 
sebanyak empat kali replikatsi dengan mengunakan reka bentuk rawak lengkap. Air 
mani segar telah dikumpulkan dan dinilai berdasarkan beberapa ciri-ciri iaitu isipadu 
semen, kepekatan, warna dan kosistensi, motility (MMOT) dan molititi individu. Dalam 
kajian ini purata jumlah air mani yang dikumpulkan ialah 0.22±0.02 ml dengan warna 
kosistensi yang dicatatkan ialah 2.25±0.50 dan purata kepekatan ialah 1.08±0.02x109 
sperma/ml, bagi purata MMOT pula ialah 4.75±0.50, pergerakan individu ialah 
94.75±3.40. Setelah penilaian semen segar dilakukan, 350p1 semen dilarutkan ke 
dalam 5 ml campuran Ringers dan rawatan yang berlainan kepekatan iaitu 5%, 8% 
dan 10% bagi Etilena glikol (ETG) dan Gliserol (G). Kemudian 300N1 campuran tersebut 
(semen+rawatan) diletakkan kedalam 1.5m1 tiub micro. Seterusnya tiub mirco 
diletakkan kedalam bekas yang direka khas yang berisi alkohol methanol 95%. Setelah 
itu penilaian semen untuk had 0 dilakukan, suhu dicatatkan kemudian bekas 
diletakkan kedalam peti sejuk beku pada suhu 2°C dan suhu dicatatkan setiap 
setengah jam daripada 23°C hingga 5°C. Penilaian sperma seturusnya dilakukan pada 
had ketiga dan keenam penyimpanan sejuk beku. Keputusan daripada hasil kajian 
mendapati terdapat perbezaan signifikan bagi daya maju sperma pada had ke 3 (10% 
G) dan ke 6 (5% ETG, 8% ETG dan 10% ETG) bagi had 0, pada had ke 3 dan ke 6 
terdapat penurunan tren. Seterunya untuk kadar hidup sperma terdapat perbezaan 
signifikan bagi kesemua rawatan (p<0.05). Pada had ke enam rawatan 5% G adalah 
rawatan yang mempunyai purata yang tinggi (29.69±2.33). dan 10% G menunjukkan 
purata terendah (19.81±1.11). Terdapat penurunan tren bagi kadar hidup sperma 
merentasi had ke-6. Kemudian kadar mati Sperma yang tertinggi bagi had ke-6 ialah 
10%G (80.19±1.11) dan purata min terendah ialah 5% G (70.31±2.33). terdapat 
perbezaan ketara bagi kesemua rawatan (p<0.05) dan tren purata min adalah 
meningkat. Akhir sekali ialah abnormaliti sperma, trem bagi purata abnormality ialah 
meningkat merentasi had ke-6. Terdapat pebezaan ketara bagi rawatan ETG dan G. 
Purata min tertinggi ialah 10%G (97.15±6.40) dan yang terendah ialah 8% ETG 
(32.89±5.23b). Kesimpulannya rawatan 5% dan 8% ETG adalah rawatan yang sesuai 
untuk kaedah sejuk beku. pengawetan-krio. 
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ASSESSMENT OF THE EFFECT OF FREEZING FOR KAMPUNG CHICKEN SEMEN 
USING ETHYLENE GL YCOL AND GLYCEROL AS CRYOPRESERVATION 

ABSTRACT 

The objective of this study was to evaluate the effect of freezing on Kampung chicken 
(Gallus gallus) cement by using different concentration of Ethylene glycol and Glycerol as 
cryopreservation. The study was conducted in semi-intensive chicken house, Faculty of 
Sustainable Agriculture (FPL), Universiti Malaysia Sabah for semen collection and 
laboratory of Anatomy of the Faculty of Sustainable Agriculture (FPL) for semen 
assessment. The study was conducted from October until November 2017. In this study, 
semen was collected from four kampung chicken in the microcentrifuge tube. There were 
four replicates using a Complete Randomized Design (CRD). In this study, the average 
amount of semen collected was 0.22 ± 0.02 ml with the colour of the consistency recorded 
at 2.25 ± 0.50 and the mean concentration was 1.08 ± 0.02 x 109 sperm / ml, for MMOT 
average is 4.75 ± 0.50, individual movement is 94.75 ± 3.40 after evaluation. Fresh cement 
is made, 350p1 of cement is dissolved into 5 ml of Ringers mixture and different treatments 
of 5%, 8% and 10% of Ethylene glycol (ETG) and Glycerol (G). Then 300pI of the mixture 
(cement + treatment) was placed into 1.5m1 of micro tube. Next the mirco tube is placed 
into a specially designed container containing 95% methanol alcohol. The sperm test 
results were recorded on the third and sixth days of frozen storage. Results showed that 
there was a significant difference in the viability of sperm on day 3 (10% G) and to 6 (5% 
ETG, 8% ETG and 10% ETG) for day 0, on day 3 and 6. The survivor for sperm survival 
rate was significantly different for all treatments (p <0.05). On the sixth day of treatment 5% 
G was the treatment with a high average (29.69 ± 2.33). and 10% G showed the lowest 
average (19.81 ± 1.11). There was a decrease in trend for sperm survival rate across day 
6. The highest sperm-dead rate for the 6th day was 10% G (80.19 ± 1.11) and the lowest 
average mean was 5% G (70.31 ± 2.33). there was a significant difference in all treatments 
(p <0.05) and mean average trends were increased. Finally, sperm abnormality, the trend 
for average abnormality is increase across day 6. There was a significant difference in the 
treatment of ETG and G. The highest average mean was 10% G (97.15 ± 6.40) and the 
lowest was 8% ETG (32.89 ± 5.23). In conclusion, 5% and 8% ETG treatments suggested 
as the best treatments for frozen methods. 
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BAB 1 

PENDAHULUAN 

1.1 Bab Pengenalan 

Malaysia merupakan salah satu negara yang mempunyai baka ayam kampung (Red 

Jungle Fowý. Ayam kampung kebiasaannya ditemui di negara Selatan Asia seperti 
Thailand, Malaysia, Myanmar, Singapura, India Utara, Pakistan dan lain-lain. Ayam 

kampung ini selalunya dipelihara di kampung-kampung dan dibiarkan lepas di kawasan 

kebun dan sebagainya. Populasi ayam kampung telah mendapat perhatian oleh IUCN 
(International Union for Conservation of Nature) di mana populasi ayam kampung ini 

semakin menurun di dalam habitat asli mereka (Birdlife International, 2012). Penurunan 

populasi ayam kampung ini disebabkan oleh beberapa faktor seperti kawasan habitat 

yang terancam, pengumpulan ataupun pengutipan telur ayam yang tidak terkawal, 

pemangsaan dan penghibridan genetik dengan ayam tempatan (Subhani et al., 2010). 

Pengawetan-krio sperma dalam bidang ternakan terutamanya dalam burung 

tempatan seperti ayam, puyuh dan banyak lagi telah lama diperkenalkan sejak awal 50 

tahun yang lalu (Blesbios et al., 2007). Penggunaan kaedah pengawetan-krio sperma 

adalah salah satu kaedah yang digunakan untuk memanjangkan hayat sperma. Kaedah 

ini juga dapat memperkembangkan lagi teknik pembiakaan, seperti permanian beradas 

(AI) dan juga pensenyawaan secara in-vitro (Medeiros etal., 2002) dengan semen sejuk 
beku adalah penting dalam pembiakaan dan pilihan baka bertujuan untuk meningkatkan 
lagi pengeluaran spesis baka yang bermutu secara domestik. Proses penyejuk bekuan 

semen ini beselarasan dengan teknologi pembiakbakaan yang dapat memelihara spesis 

yang terancam ataupun untuk menyelesaikan masalah kesuburan bagi lelaki (Andrabi 

dan Maxwell, 2007). 



Sel sperma merupakan sperma yang sensitif terhadap perubahan sekeiiiing, dan 

mempunyai jangka hayat yang singkat. Sel sperma berbentuk haploid dan hampir tidak 

mempunyai sitopiasma, ianya dibentuk oieh nukleus besar dan padat dengan kromosom, 

nukleus ini membolehkan ianya berhubung dengan oosit semasa pensenyawaan beriaku. 

Sel sperma mempunyai aktiviti biosintetik yang sedikit dan ia sangat bergantung pada 
fungsi katabolik untuk mengekalkan kehidupannya (Barbas dan Mascarenhas, 2009). 

Kaedah penggunaan perlindungan-krio seperti gliserol, dimetil acemide, etilena 

glikol dikenali sebagai bahan perlindungan-krio bagi spermatozoa, namun ia mempunyai 
had yang tersendiri (Hammerstedt dan Grahman, 1992). Kajian mendapati penurunan 
dalam daya maju spermatozoa unggas hutan India menggunakan prosedur rutin 
berdasarkan gliserol sebagai perlindungan-krio (Rakha et al., 2016). Etilena glikol juga 

digunakan sebagai perlndungan-krio bagi sperma (Gilmore et al., 2000). Oleh itu kajian 

ini adalah bertujuan untuk melihat keberkesanan ataupun perbezaan pengawetan-krio 
bagi gliserol dan juga etilena glikol dengan kepekatan yang berbeza apabila 

menggunakan alcohol methanol 95% sebagai simpanan sejuk beku secara perlahan 

selama 6 hari. 

1.2 ]ustifikasi 

Melalui kajian ini dapat di justifikasikan bahawa penggunaan perbezaan kepekatan bagi 

perlindungan-krio (cryoprotectantj dapat dilihat sebagai salah satu cara untuk 

memelihara sperma untuk kegunaan dan penyimpanan dalam jangka masa yang 

panjang dan dapat memelihara fizikal sperma, hal ini kerana sperma merupakan sel yang 

sensitif terhadapt berubahan persekitaran. Ia juga boleh digunakan untuk melindungi 
baka-baka tertentu yang kian pupus terutama sekali hidupan liar. Selain itu pengawetan- 
krio ini dapat meningkatkan tahap pengeiuaran baka domestik seperti bidang ruminan 
dan bukan ruminan, bidang ternakan tenusu, dan juga bidang ternakan ayam kampung 

dan sebagainya. Hal ini kerana pengawetan-krio merupakan salah satu kaedah untuk 

meneruskan aktiviti permanian berradas yang kian membangun dalam sektor 

pentemakan. 
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Tambahan pula, kajian ini dapat dijustifikasikan bahawa penggunaan alkohol 

sebagai gantian untuk penggunaan cecair nitrogen. Penggunaan alkohol adalah lebih 

mudah dan dapat menjimatkan kos perbelanjaan di mana, kos bagi cacair nitrogen 

adalah mahal dan memerlukan penelitian apabila mengendalikannya. Hal ini kerana 

cecair nitrogen mudah tersejat kepada persekitaran sekiranya tidak dikendalikan dengan 

baik. Selain itu penggunaan alkohol dapat memudahkan penyimpanan bagi ahli-ahli 

saintis apabila melakukan aktiviti diluar makmal. 

1.3 Objektif 

Untuk menilai kesan sejuk beku terhadap semen ayam kampung (Gallusgallus) dengan 

mengunakan kepekatan berlainan bagi Etilena glikol dan Gliserol sebagai pengawetan- 

krio. 

1.4 Hipotesis 

Ho: Tiada perbezaan signifikan bagi bahan kimia perlindungan-krio Etilena glikol dan 

Gliserol terhadap daya maju sperma berbanding dengan tiada perlindungan-krio. 

Hn: Terdapat perbezaan signifikan bagi bahan kimia perlindungan-krio Etilena glikol dan 

Gliserol tehadap daya maju sperma berbanding dengan tiada perlindungan-krio. 
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BAB 2 

ULASAN KEPUSTAKAAN 

2.1 Pengawetan-krio 

Pada awal 1600an kaedah pengawetan-krio masih lagi ketinggalan sehinggalah 
terdapatnya perkembangan permanian beradas (Artificial Insemination) pada awal 
1960an, apabila Industri lembu tenusu memerlukan kaedah penyimpanan untuk sperma 

pejantan, dan setelah itu pengawetan-krio sperma menjadi popular di dalam kajian 

saintis. Polge et al. (1949) menemukan kegunaan gliserol sebagai perlindungan-krio 
(cryoprotectantj yang boleh melindungi sel terutama sekali sel sperma pada suhu yang 

rendah. 

Perkembangan protokol pengawetan-krio untuk lembu pejantan adalah untuk 
tujuan permanian berhadas, bagi memperkenalkan percubaan untuk pembekuan Sperma 
jantan sehingga suhu -79°C dan di simpan di dalam ais kering. Kajian mendapati 

percubaan itu masih lagi dapat mengekalkan tahap kesuburan sperma (Bratton et al., 
1955). 

Dalam pembangunan teknologi yang semakin pesat kini, bidang pembiakan 
haiwan temakan juga tidak ketinggalan. Ia bertujuan untuk meningkatkan pengeluaran 
hasil ternakan di negara Malaysia. Penggunaan teknologi seperti pemuliharaan semen 
ini telah lama dipraktikkan clan pelbagai cara telah dijalankan untuk meningkatkan 
keberkesanannya. 



Namun begitu kajian sebelum ini menyatakan terdapat ketidakseragaman yang 
signifikan dalam hasil penyelidikan sebelumnya mengenai protokol perlindungan-krio 
(cryoprotectantj yang optimum dan protokol pengawetan-krio itu sendiri, di sini ia 

menjelaskan terdapat beberapa faktor yang membawa kepada ketidaksuaian ini, seperti 
baka temakan yang digunakan, komposisi yang berbeza dari pencair semen (diluents), 

kepekatan agen perlindungan-krio, kaedah penyejukbekuan ataupun penyahbeku dan 
kadar penyejukkan (Abouelezz et at., 2015). Kaedah pembungkusan sperma di dalam 

straw, dan bilangan sel sperma yang digunakan untuk pembiakan (Blesbois etal., 2006). 

Pengawetan-krio ini telah digunakan didalam pelbagai spesis haiwan termasuklah 

kambing (Sanchez-Partida et al., 1992), lembu (Goffaux, 1991), unggas (Rakha et al., 
2016), dan banyak lagi. Pengawetan-krio sperma digabungkan dengan permanian 
beradas yang telah diktiraf kerana mempunyai nilai yang tinggi dalam pemuliharaan ex- 

situ bagi spesis terancam (Blanco et al., 2000). Keberkesanan teknik ini adalah 
berdasarkan kualiti proses sejukbeku clan juga proses penyahbeku yang betul. Teknik 

pengawetan-krio dan juga protokol pensenyawaan in-vitro adalah penting di dalam 

kajian genetik dan juga penghasilan haiwan transgenik. 

Keberhasilan pengawetan-krio bagi sperma spesies unggas ini tidak begitu 

berjaya seperti mamalia yang lain, hal ini disebabkan beberapa faktor khususnya bentuk 

fizikal pembiakaan, kepelbagaian spesis dan baka yang membawa kepada tidak balas 

sperma yang berbeza apabila dibekukan (Blesbois et al., 2006). Terdapat kajian yang 

menyatakan kebolehan sesuatu sperma dan juga tindak balasnya dalam pengekal semen 
terhadap suhu rendah, semasa nyah beku, sejuk beku, fasa ini adalah berbeza dengan 

antara spesis dengan spesis yang lain (Han et al, 2005). 

Kadar sejuk beku dan penyahbeku boleh mempengaruhi kemandirian-krio 

(cryosuivivaý sperma, penggunaan kadar penyejukan yang optimum adalah untuk 

mengurangkan kecederaan-krio (cryo-injuries) sperma iaitu gangguan membran plasma 

sperma dan struktur DNA, yang disebabkan oleh pembentukan ais intrasel yang luas 

serta perubahan dalam pH intrasel dan komposisi ion (Mazur etal., 1970). Kebiasaannya 

semen dicairkan di dalam pengekal yang mengandungi perlindungan-krio yang berfungsi 

untuk mengurangkan penghabluran intraselular. 
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2.2 Kepentingan Pengawetan-krio 

Pengawetan-krio merupakan salah satu cara untuk memulihara germplasma yang 
digunakan di dalam pertanian, perikanan, bioteknologi, dan pemuliharaan bagi spesis 
terancam. Di dalam pertanian pengawetan germplasma ini adalah untuk meningkatkan 
genetik bagi spesis haiwan domestik, untuk memelihara baka yang jarang ditemui, 

meningkatkan ketahanan terhadap perubahan persekitaran dan pertukaran germplasma 
di peringkat antarabangsa bertujuan untuk memulihara baka. 

Selain itu, pengawetan-krio ini juga penting bagi spesis yang terancam, program 

pengurusan genetik dan juga boleh dilakukan untuk sumber simpanan genetik untuk 
kegunaan masa akan datang. IN telah dinyatakan apabila kajian mendapati bahawa 

semen kambing biri-biri jantan yang disejuk bekukan boleh bertahan selama 27 tahun 

tanpa memberi kesan kepada kesuburan sperma, sumber genetik dapat dipelihara 

(Salamon dan Maxwell, 2000). 

Kaedah pengawetan-krio ini boleh dilakukan untuk memelihara haiwan terancam 

dan juga baka yang terancam. Untuk memaksimumkan kepelbagaian genetik dan juga 

untuk haiwan yang jarang diemui daripada keluarga Bovidea di mana 1000 sperma 
dikumpulkan daripada 25 jantan yang berlainan (Camizzoli etal., 2000) 

2.3 Teknik-teknik Pengawetan-krio 

Pengawetan-krio adalah teknik yang menggunakan suhu yang rendah untuk 

memelihara sel-sel dan tisu untuk jangka masa yang panjang. IN berdasarkan kepada 

jenis sel ataupun sel bagi sesuatu spesis mamalia, di mana terdapatnya perbagai respon 
biologi-krio dan juga kemandirian-krio apabila disejuk bekukan dan kemudiannya di 

nyahbeku. Pengawetan-krio ini boleh dikelaskan mengikut jenis pengawetan-krio itu 

sendiri, ianya termasukiah penyejuk bekuan perlahan dan vitrifikasi yang melibatkan 

pemejalan daripada persekitaran air atau tisu kepada fasa non-kristal (noncrystalline 

gaissy phase), proses penyimpanan tanpa had (subzero non-freezing storage) dan 

pemeliharaan daiam keadaan kering (drystate). 
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Kaedah pengawetan-krio boleh dilakukan dengan mengabungkan kerlindungan- 
krio dengan sel ataupun tisu sebelum disejukkan, kemudian sel disejukkan pada suhu 
yang rendah dan ditetapkan, seterusnya ialah proses nyah bekuan tisu ataupun sel. 
Terakhir sekali penyingkiran perlindungan-krio setelah nyahbekuan dilakukan (Gao et 
a/., 2016). 

Di dalam sejukbeku dan nyahbekuan selain pembekuan, fasa pemanasan juga 
penting untuk kemandirian sperma (Fisher eta/., 1987). Semasa penyahbekuan, semen 
beku akan melalui tahap suhu kritikal iaitu antara -15 dan -60°C. Kadar pancairan 
bergantung kepada kadar penyejukkan sama ada tinggi yang mendorong kepada 

pembentukan intrasel ataupun rendah yang menghasilkan dihidrasi sel. 

Sperma merupakan sel yang sensitif-krio pada suhu 37°C ke bawah yang boleh 

membawa kepada kecederaan-krio (kryoinjury). Kecederaan krio ini adalah disebabkan 

oleh kerosakan sel apabila melalui fasa perubahan air pada persekitaran ekstrasel dan 
intrasel pada suhu yang rendah. Penyejukan dan nyahbeku sperma boleh mempengaruhi 
fizikal kimia dan tindakbalas biofizikal sperma itu, yang boleh memberi kesan kepada 
kelangsungan hidup sperma (Gao etal., 2016). Mekanisma kecederaan-krio melibatkan 
pecahan osmotik yang disebabkan oleh kepekatan larutan intrasel ataupun luar sel, dan 

pembentukan ais di dalam intersel (McGann et al., 1988). Selain itu, had daya maju 
sperma juga ditentukan dari segi ketahanan membran plasma yang berfungsi sebagai 
sifat separa telap. 

2.4 ]enis-jenis Perlindungan-krio 

Kebiasaannya perlindungan-krio adalah berbentuk cecair yang berperanan untuk 
mengurangkan kerosakan sperma semasa proses penyejukbekuan yang merupakan 
salah satu proses di dalam kaedah pengawetan-krio. Perlindungan-krio haruslah mudah 
menembusi sel sperma dan kurang kepekatan toksik, bagi mengelakkan dari perubahan 
fizikal sperma. Kepekatan perlindungan-krio penting yang optimum penting bagi 

mendapatkan sperma yang tahan lasak dan ianya bergantung kepada jenis sel dan juga 
tisu. Perlindungan-krio boleh dibahagikan kepada dua ketogori iaitu perlindungan-krio 
sel teiap membran (cellmembrane permeatingcryoprotectants) seperti dimetil sukfosida 
(DMSO), gliserol, etiiena glikol dan lain. Kedua ialah perlindungan-krio sel membran tidak 
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telap seperti 2-metil-2,4-pentanediol dan polimer seperti polivinil pinolidon, kanji 
hidroksietil, dan pelbagai gula. 

2.4.1 Gliserol 

Gliserol digunakan sebagai perlindungan-krio terhadap sperma unggas untuk kaedah 

pengawetan-krio. Penyingkiran gliserol secara perlahan penting untuk mengurangkan 
kesan kerosakan sperma yang mungkin berkaitan dengan ketidakseimbangan proses 
osmotik yang merentasi sel membran. Ketidakseimbangan proses osmosis disebabkan 

oleh penyahbeku gliserol dengan media yang tidak mengunakan dlysrol sebelum 
permanian beradas dilakukan (Hammerstedt dan Graham 1992). Polge et at. (1949) 

menjumpai kesan periindungan-krio bagi gliserol. Sebatian ini merupakan sebatian yang 
paling berkesan dari segi aditif sehingga kesan perlindungan DMSO (Dimethy/su/foxide) 
ditemukan oleh Lovelock dan Bishop (1959). Gliserol yang tidak mempunyai elektrolit, 
bertindak mengurangkan kepekatan eletrolit dalam larutan sisa yang tidak beku pada 
intersel dan disekitar luar sel pada sebahagian suhu tertentu. Gliserol ini digunakan 

secara meluas dalam proses penyimpanan bakteria dan juga sperma haiwan. 

2.4.1.1 Kesan Sel dan Molekul bag! Gliserol 

Kajian mendapati terdapat kerosakan pada sperma ayam jantan sebelum pemanian 
beradas dilakukan yang berpunca daripada ketidakseimbangan osmotik merentasi 
membran sperma setelah dilarutkan ke dalam gliserol bebas iaitu tanpa larutan pengekal 
semen. Sel menjadi kecut dan fizikal sperma berubah. Penggunaan gliserol selalunya 
digunakan pada kadar kepekatan 6 hingga 8%. Kepekatan yang berlebihan akan 
menyebabkan kerosakan sel sperma dan ini akan merendahkan tahap ketahanan hidup 

sewaktu proses nyahbekuan. Kajian mendapati 4-6% kepekatan gliserol adalah 
kepekatan yang sesuai dan sejuk beku pada 10-100°C/minit (Byrne etal., 2000; Anel et 
al., 2003). 
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2.4.2 Etilena Glikol 

Etilena glikol merupakan sebatian organik dengan formula (CH2OH)2. Kegunaan etilena 

glikol adalah bahan mentah untuk fiber poliester dan juga bahan utama untuk formula 

anti pembekuan. Ia bersifat tidak berbau, tidak berwarna, dan merupakan cecair likat. 

Apabila Etilena glikol dilarutkan di dalam air ia akan mengganggu ikatan hidrogen. Cecair 
ini akan beku pada suhu -12°C, tetapi apabila dicampurkan dengan air, campuran ini 

tidak mudah bertukar kepada kristal. Oleh itu pembekuan tidak mudah beriaku. 

Khususnya bagi campuran 60% etilena glikol dan juga 40% air membeku pada -45°C. 
Keupayaan antibekuan etilena glikol telah menjadikannya sebagai komponen campuran 

vitrifikasi untuk pemeliharaan biologi sesuatu tisu dan organ pada suhu yang rendah 
(Rebsdat dan Meyer, 1980). 

2.5 Aplikasi Pengawetan-krio 

2.5.1 Oosit dan Embrio 

Teknik pengawetan-krio bagi oosit matang terbukti dapat mengekalkan kapasiti 

pembiakan. Hasil daripada kajian tentang retrospektif mengenai 11,768 embrio manusia 

yang dikekalkan untuk menjalani satu kitaran penyahbeku dari tahun 1986 hingga 2007 

menunjukkan bahawa tiada kesan yang signifikan terhadap tempoh tersebut terhadap 

penyimpanan, kehamilan, keguguran, implantasi ataupun kadar kelahiran hidup sama 

ada mengunakan pensenyawaan in-vitro ataupun kitaran sumbangan oosit (Riggs et 

a/., 2010) 
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2.5.2 Semen, Sperma dan Tisu Testis 

Pengawetan-krio dapat diaplikasikan di dalam pengawetan-krio sperma bagi pelbagai 
jenis spesis. Kajian terhadap pemuliharaan sperma ayam belanda untuk melihat kesan 

pembiakbakaan, sejuk beku dan penyahbeku terhadap kualiti semen, pensenyawaan 
dan juga penetasan telur. Kajian ini menggunakan gliserol dan DMA (dimetilacetamide) 

sebagai perlindungan-krio dan mendapati sperma ayam belanda yang dibekukan 

menggunakan gliserol mempamerkan integriti membran yang lebih tinggi berbanding 

kualiti membran apabila dicairkan daripada sperma ayam belanda yang dibekukan 

dengan DMA. Walaupun tiada perbezaan motiliti, dan hanya terdapat perbezaan minima 
dalam gerakan progresif, dikesan di dalam rawatan pemuliharaan ini. 

2.5.3 SeI Stem 

Sel stem dewasa dapat dibezakan dengan pelbagai jenis sel tertentu dan boleh di dapati 

daripada pelbagai jenis lokasi seperti tulang sumsum, tisu lemak, poriosteum, cecair 

amnion dan darah daripada tali pusat (Miyagi-Shiohira et a/., 2015). Bidang tisu 
kejuruteraan, terapi gen, ubat regeneratif, dan transplantasi sel sebahagian besamya 

bergantung kepada keupayaan untuk memelihara, menyimpan dan mengangkut sel 

stem ini tanpa pengubahsuaian kandungan genetik atau sel (Jang et al., 2016) 

2.6 Pengenalan Induk Ayam Tempatan 

Baka ayam tempatan iaitu ayam kampung merah (Gallus gallus) adalah terdiri daripada 

keluarga Phasianidea. Ia dianggap sebagai baka terawal bagi ayam domestik (Gautier, 

2002). Ayam kampung merah ini mempunyai beberapa jenis spesis iaitu G. g. bank/va, 

G. g. jaboullli, G. g. spadiceus, G. g. gallus and Gallus gallus murghi di mana ianya 

terbahagi mengikut asal usul yang tertumpu kepada negara barat daya seperti Myanmar, 

Thailand, Semenanjung Malaysia, Singapura, Sumatera Utara, Himalaya utara- barat, 

utara India clan juga Pakistan (Birdlife International, 2012) 

Indian Red Jungle fowl (G. gallus) merupakan baka yang berasal daripada Asia 

Selatan tetapi populasi terhad di kawasan India Utara dan Azad Jammu dan Kashmir, 

Pakistan (Subhani et al., 2010). Populasi burung unggas merah India di dapati tidak 

seragam dan berpecah dalam kawasan Iingkungan peredarannya. Oleh itu menyebabkan 
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pengurangan genetik sentiasa menurun (Peterson dan Brisbin, 1998). Terdapat 
beberapa laporan menunjukkan penurunan populasi burung unggas merah India 
disebabkan oleh penglupusan tempat tinggal ataupun habitat oleh manusia untuk 
pembangunan seperti perumahan, kilang dan bnyak lagi, aktiviti pengumpulan telur 

yang tidak terkawal, percampuran genetik dengan ayam domestik yang lain turut 

menyumbang kepada penurunan populasi genetik ayam kampung merah (Subhani et 
al., 2010). Ayam kampung merah sering dipelihara di kawasan perkampungan ataupun 
hutan. Pembiakaan untuk ayam kampung domestik kini merupakan mekanisma yang 
agak rumit dengan pelbagai persekitaran dan faktor fizikal untuk berinteraksi dan 

menyumbang kepada keberhasilan dalam pensenyawaan (Malik eta/., 2013). 

Secara amnya ayam kampung ini mempunyai bentuk fizikal yang kecil, 

mempunyai bulu yang pelbagai warna. Saiz telur bagi ayam kampung tidak melebihi 42g 
dan selalunya ayam boleh mencapai berat 1.0 hingga 1.5 kg pada umur mencecah empat 
hingga 5 bulan (Aini, 1990). Bagi daging ayam kampung, ia mmpunyai rasa yang enak 
berbanding dengan ayam komersial yang lain, dan ayam kampung ini terbukti 

mempunyai kadar lemak yang rendah berbanding dengan ayam komersial. Hal ini kerana 

ayam kampung lebih banyak bergerak berbanding dengan ayam komersial (Engku 

Azahan et al., 1990). 

Menurut Peterson dan Brisbin (1999) ayam kampung jantan mempunyai warna 
bulu yang menyerlah berbanding dengan betina. Pada bulan Jun hingga Oktober ayam 
kampung akan menggugurkan pada bulu eclipse. Bulu tersebut khusus untuk ayam 
jantan. Musim pembiakan bagi ayam kampung ialah pada musim bunga clan juga musim 

panas untuk negara yang bermusim. Anak ayam kampung akan menetas dan hidup pada 

musim panas. Telur akan dihasilkan dan akan dieram selama 21 had, anak ayam akan 
berkembang di dalam telur. Pada had pertama hati dan saluran darah anak ayam akan 
berfungsi, kepala mula membentuk. Pada had keempat organ dalaman anak ayam 

terbentuk. Hari kelima stuktur jantina terbentuk. Pada had ke-13 tulang terbentuk 

dengan mengunakan kalsium daripada kulit telur. Pada had ke-21 anak ayam telah 

lengkap, dan kulit telur mula retak dan anak ayam menetas (North dan Bell, 1990). 
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