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RINGKASAN 

MITHA YUSMALA. Peningkatan Kompetensi Oosit Domba Secara In Vitro 

Melalui Penambahan Glutation. Dibimbing oleh MOHAMAD AGUS SETIADI 

dan IMAN SUPRIATNA. 

 

Oosit yang kompeten merupakan salah satu faktor yang menentukan 

keberhasilan produksi embrio in vitro. Produksi embrio in vitro (IVEP) merupakan 

bioteknologi reproduksi berbantuan yang terdiri dari tiga tahap yaitu maturasi in 

vitro (IVM), fertilisasi in vitro (IVF), dan kultur in vitro (IVC). Salah satu kelebihan 

dari teknologi ini yaitu memanfaatkan limbah ovarium dari rumah potong hewan 

yang tidak dimanfaatkan lagi untuk menghasilkan individu baru. Namun, 

keberhasilan IVEP masih tergolong rendah dibandingkan bioteknologi generasi 

sebelumnya. Hal ini dapat dipengaruhi oleh sumber gamet (sel telur dan sperma) 

maupun lingkungan produksi, seperti komposisi media, inkubator CO2, maupun 

metabolit hasil ikutan proses metabolisme. Sebagai salah satu komponen 

pembentuk makhluk hidup, oosit memegang peranan yang sangat penting untuk 

menghasilkan embrio berkualitas baik. Kualitas oosit sejak dilepaskan dari folikel 

hingga proses maturasi sangat rentan terhadap stress oksidatif. Stress oksidatif 

disebabkan oleh ketidakseimbangan antara produksi reactive oxygen species (ROS) 

dan sistem pertahanan antioksidan sehingga dapat menyebabkan kondisi patologis 

bagi sel. Stress oksidatif yang terjadi selama rangkaian IVEP dapat menyebabkan 

oosit kehilangan kompetensinya sehingga gagal menjadi matang, gagal terfertilisasi 

hingga gagal berkembang menjadi embrio. Efek buruk radikal bebas dapat 

ditanggulangi dengan pemberian antioksian baik yang bersifat enzimatik mapun 

non-enzimatik. Glutation merupakan tiol non-protein paling melimpah yang 

berperan sebagai antioksidan utama dalam melindungi sel dari stress oksidatif. Pada 

produksi embrio in vitro, GSH sebagai antioksidan mampu mencegah stress 

oksidatif yang disebabkan oleh peningkatan ROS baik pada proses pematangan 

oosit, fertilisasi hingga perkembangan awal embrio. Penelitian ini bertujuan untuk 

menganalisis efektifitas penambahan glutation pada sistem pematangan dan 

fertilisasi dalam meningkatkan kompetensi oosit domba secara in vitro.  

Penelitian ini terdiri dari dua tahap. Tahap pertama merupakan maturasi oosit 

in vitro. Pada tahap ini, oosit dibagi menjadi empat kelompok dan dimatangkan 

dalam medium maturasi yang masing-masing ditambahkan GSH 0 mM (kontrol), 

GSH 0,5 mM, GSH 1,0 mM, dan GSH 1,5 mM. Oosit domba dimatangkan selama 

24 jam dalam inkubator CO2 5% dengan suhu 38,5℃. Tahap kedua yaitu fertilisasi 

in vitro. Tahap ini dibagi menjadi tiga kelompok antara lain penambahan GSH 1,0 

mM (dosis optimum yang diperoleh pada penelitian tahap I) pada medium maturasi 

(IVM+; IVF-), medium fertilisasi (IVM-; IVF+), serta kombinasi medium maturasi 

dan fertilisasi (IVM+; IVF+). Setelah 24 jam maturasi, oosit kemudian difertilisasi 

menggunakan semen beku domba yang telah di thawing dalam waterbath dengan 

suhu 37℃. Penelitian ini menggunakan konsentrasi sperma 5x106 per mL. Oosit 
dan sperma kemudian di ko-inkubasi selama 14 jam dalam inkubator CO2 5% 

dengan suhu 38,5℃. Tingkat maturasi dan fertilisasi oosit dievaluasi menggunakan 

pewarnaan aceto-orcein 2%. Hasil penelitian tahap pertama diperoleh bahwa secara 

umum penambahan GSH pada medium maturasi memberi pengaruh positif 



 

 

terhadap kemampuan perkembangan oosit domba. Penambahan GSH dengan dosis 

bertingkat mampu meningkatkan kompetensi oosit yang mencapai MII dari 73,41% 

hingga 87,00% dengan dosis optimum berada pada penambahan GSH 1,0 mM. 

Penambahan GSH 1,0 mM pada medium maturasi (87,00%) menghasilkan 

persentase oosit mencapai MII secara signifikan lebih tinggi (P<0,05) dibandingkan 

dengan kelompok GSH 0,5 mM (73,41%), GSH 1,5 mM (78,23%), dan kontrol 

(70,50%). Oleh karena itu, dosis GSH 1,0 mM dipilih untuk dilanjutkan ke 

penelitian tahap kedua yaitu fertilisasi in vitro. Hasil penelitian tahap kedua 

diperoleh bahwa persentase tingkat fertilisasi normal (2PN) pada kelompok yang 

ditambahkan GSH dalam medium IVM (56,43%) secara signifikan lebih tinggi 

(P<0,05) dibandingkan kelompok yang ditambahkan GSH pada medium kobinasi 

maturasi dan fertilisasi (18,45%). Demikian pula, persentase tingkat fertilisasi total 

pada kelompok penambahan GSH dalam medium IVM (58,21%) secara signifikan 

lebih tinggi (P<0,05) dibandingkan kelompok penambahan GSH dalam medium 

maturasi dan fertilisasi (18,45%).  Hal ini menunjukkan bahwa penambahan GSH 

dalam medium IVM memiliki pengaruh lebih nyata dalam meningkatkan tingkat 

fertilisasi oosit domba. Oleh karena itu, dapat disimpulkan bahwa penambahan 

glutation 1,0 mM pada media maturasi lebih efektif dalam meningkatkan 

kompetensi oosit domba untuk menjadi matang dan menghasilkan tingkat fertilisasi 

lebih baik. 

 

Kata kunci: fertilisasi, glutation, in vitro, maturasi, oosit domba 

  



SUMMARY 

MITHA YUSMALA. Improvement of Sheep Oocyte Competence In Vitro 

Through Glutathione Addition. Supervised by MOHAMAD AGUS SETIADI and 

IMAN SUPRIATNA. 

 

Oocyte competence is a primary factor for the success of embryo production 

in vitro. In vitro embryo production (IVEP) is an assisted reproductive 

biotechnology that consists of three stages, namely, in vitro maturation (IVM), in 

vitro fertilization (IVF), and in vitro culture (IVC). One of the advantages of this 

technology is utilizing ovarian waste from slaughterhouses that is no longer used to 

produce new individuals. However, the success of IVEP is still relatively low 

compared with previous generations of biotechnology. This can be influenced by 

the source of gametes (eggs and sperm) and production environment, e.g., media 

composition, CO2 incubator, and metabolites produced from the metabolic process. 

As one of the components that form living things, oocytes play a very important 

role in producing good-quality embryos. The quality of oocytes from they are 

released from the follicle to the maturation process is very susceptible to oxidative 

stress. Oxidative stress is caused by an imbalance between the production of 

reactive oxygen species (ROS) and the antioxidant defense system, which can cause 

pathological conditions for cells. Oxidative stress during the IVEP series can cause 

oocytes to lose their competence, so they fail to mature, fail to be fertilized, and fail 

to develop into early embryos. The adverse effects of free radicals can be overcome 

by administering enzymatic and non-enzymatic antioxidants. Glutathione is the 

most abundant non-protein thiol and is the main antioxidant that protects cells from 

oxidative stress. In in vitro embryo production, GSH as an antioxidant can prevent 

oxidative stress caused by increased ROS in oocyte maturation, fertilization, and 

early embryo development. This study aimed to analyze the effectiveness of adding 

glutathione to the maturation and fertilization system in increasing the competence 

of sheep oocytes in vitro. 

This study consists of two stages. The first stage is in vitro maturation. At this 

stage, oocytes are divided into four groups and matured in a maturation medium, 

each added with 0 mM GSH (control), 0.5 mM GSH, 1.0 mM GSH, and 1.5 mM 

GSH. Sheep oocytes are matured for 24 hours in a 5% CO2 incubator at 38.5℃. 

The second stage is in vitro fertilization. This stage is divided into three groups, 

including the addition of 1.0 mM GSH (the optimum dose obtained in the first stage 

of the study) to the maturation medium (IVM+; IVF-), fertilization medium (IVM-

; IVF+), and a combination of maturation and fertilization medium (IVM+; IVF+). 

After 24 hours of maturation, the oocytes were then fertilized using frozen sheep 

semen that had been thawed in a water bath at 37℃. This study used a sperm 

concentration of 5x106 per mL.  The oocytes and sperm were co-incubated for 14 

hours in a 5% CO2 incubator at 38.5℃. The oocyte maturation and fertilization rate 

were evaluated using 2% aceto-orcein staining. The results of the first stage of the 
study showed that, in general, the addition of GSH to the maturation medium had a 

positive effect on the development ability of sheep oocytes. The addition of GSH 

with graded doses increased the competence of oocytes that reached MII from 

73.41% to 87.00%, with the optimum dose being the addition of 1.0 mM GSH. The 



 

 

addition of 1,0 mM GSH in the maturation medium (87.00%) resulted in a 

significantly higher (P < 0.05) percentage of oocytes reaching MII compared to the 

0.5 mM GSH (73.41%), 1.5 mM GSH (78.23%), and control (70.50%) groups. 

Therefore, the 1,0 mM GSH dose was chosen to continue to the second stage of the 

study, namely in vitro fertilization. The results of the second stage of the study 

showed that the percentage of normal fertilization rate (2PN) in the group added 

with GSH in IVM medium (56.43%) was significantly higher (P < 0.05) than the 

group added with GSH in the combination of maturation and fertilization medium 

(18.45%). Similarly, the percentage of total fertilization rate in the GSH 

supplementation group in the IVM medium (58,21%) was significantly higher (P < 

0.05) than in the GSH supplementation group in the maturation and fertilization 

medium (18.45%). This indicates that the addition of GSH in the maturation 

medium has a more significant effect in increasing the fertilization rates of oocytes. 

Therefore, it can be concluded that adding 1.0 mM glutathione in the maturation 

medium is more effective in increasing the competence of sheep oocytes to mature 

and results in improved fertilization rates. 

 

Keywords: fertilization, glutathione, in vitro, maturation, sheep oocyte 
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