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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui tingkat fertilisasi dan kompetensi perkembangan awal
embrio sapi dengan penambahan glutathione (GSH) pada medium fertilisasi in vitro (IVF) dan kultur in
vitro (IVC). Penelitian ini terdiri atas dua penelitian yang terdiri dari masing-masing empat perlakukan
dan enam kali ulangan dengan rancangan acak lengkap (RAL) menggunakan 651 oosit. Penelitian I,
sebanyak 317 oosit sapi dalam tissue culture medium (TCM) 199 dimatangkan pada inkubator 5% CO,
dan suhu 39°C selama 24 jam, kemudian difertilisasi dengan spermatozoa yang telah diseleksi
menggunakan teknik swim wup. Oosit dan spermatozoa diinkubasi pada medium fertilisasi dengan
penambahan 0,25 mM, 0,50 mM, dan 1,00 mM GSH. Penelitian II, sebanyak 334 oosit sapi dimatangkan
pada medium pematangan dan difertilisasi, kemudian dikultur pada medium modified synthetic oviduct
fluid (mSOF), dengan perlakuan: penambahan GSH hanya pada medium fertilisasi (T,), penambahan
GSH hanya pada medium kultur (T,), dan kombinasi penambahan GSH pada medium fertilisasi dan
kultur (T,). Hasil penelitian I, menunjukkan bahwa penambahan 1,00 mM GSH pada medium fertilisasi
dapat meningkatkan pembentukan pronukleus normal (2PN) yang lebih tinggi (86,9%) dibandingkan
dengan perlakuan yang lain yaitu 0,50 mM (80,3%), 0,25 mM (73,8%), dan kontrol (58,9%) (P<0,05).
Penelitian II menujukkan bahwa perkembangan awal embrio sapi pada hari ke-2 kultur yang mencapai
pembelahan 5-8 sel pada perlakukan T, (56,0%) dan T, (53,6%) lebih tinggi (P<0,05) dibandingkan dengan
perlakuan T, (26,2%) dan T, (kontrol) (31,3%). Hasil penelitian lain menunjukkan bahwa perkembangan
awal embrio sapi pada hari ke-4 kultur yang mencapai pembelahan 9-16 sel pada perlakuan T, (26,2%)
dan T, (27,4%) lebih tinggi dibandingkan dengan perlakukan T, (11,9%) dan T (kontrol) (10,8%) (P<0,05).
Dapat disimpulkan bahwa penambahan 1,00 mM GSH pada medium fertilisasi lebih efektif dalam
mendukung pembentukan pronukleus normal dan perkembangan awal embrio sapi dibandingkan pada
medium kultur.

Kata-kata kunci: oosit; embrio sapi; glutathione; perkembangan

ABSTRACT

The objective of this study was to determine fertilization rate effectiveness and early embryonic
development competency with glutathione (GSH) supplementation in fertilization medium and culture.
This study consisted of two experiments comprising each of the four treatment and six repetitions with
completely randomized design (CRD) using 651 oocytes. In the first experiment, a total of 317 bovine
oocytes were matured in tissue culture medium (TCM) 199 at incubator 5% CO, with temperature 39 °C for

327



Aras PN, et al Jurnal Veteriner

24 h, then fertilized with sperm separated by swim up technique. Oocyte and sperms were incubated in
fertilization medium supplemented with 0.25 mM, 0.50 mM, 1.00 mM GSH. In the second experiment,
bovine oocytes were matured in maturation medium and fertilized with same procedure as mentioned
before, then cultured in modified synthetic oviduct fluid (mSOF) with the following treatment:
supplementation GSH only in fertilization medium (T,), supplementation GSH only in culture medium
(T,), and supplementation GSH in both fertilization and culture medium (T,), while control not
supplementation GSH (T ). Result of the first experiment showed that supplementation 1.00 mM GSH in
fertilization medium can increase higher normal pronucleus (2PN) formation (86,9%) compared to other
treatments, 0.50 mM (80.3%), 0.25 mM (73.8%), and control (58.9%) (P<0.05). In the second experiment
showed that early bovine embryonic development on 2" day cultured which reached 5-8 cell on treatment
T, (56.0%) and T, (53.6%) were higher (P<0.05) compared to treatment T, (26.2%) and T (control) (31.3%).
Result of the other were showed that early bovine embryonic development on 4* day cultured which
reached 9-16 cell on treatment T (26.2%) and T, (27.4%) were higher (P<0.05) compared to that T, (11.9%)
and T (control) (10.8%). In conclusion, 1.00 mM GSH supplementation in medium was more effective in
supporting normal pronucleus formation and early fertilization bovine embryonic development compared

to in culture medium.

Key words: oocytes; embryo; bovine; glutathione; development

PENDAHULUAN

Produksi embrio in vitro sapi masih
mengalami kendala yang ditandai dengan
rendahnya capaian tingkat blastosis yaitu
sebesar 41,0% (Hara et al., 2013), 42,4% (Costa
etal.,2013), dan 40,5% (Park et al., 2014). Hal
tersebut dapat terjadi karena produksi embrio
in vitro umumnya dilakukan pada lingkungan
yang mempunyai kadar oksigen (O,) hampir
sama dengan yang ada di atmosfer (~20%) (Karja
et al., 2004; Yasmin et al., 2015), jauh lebih
besar dari keadaan in vivo yang hanya berkisar
5% (Hashimoto et al., 2000). Kondisi tersebut
menyebabkan proses metabolisme menghasilkan
lebih banyak reactive oxygen species (ROS)
seperti hidrogen peroksida (H,0,) yang dapat
bereaksi dengan unsur logam (Fe?* atau Cu*)
menjadi radikal bebas berupa ion hidroksil
(OH"). Radikal bebas OH" sangat berbahaya
karena dapat merusak membran dengan
membentuk lipid peroksida (L.-OOH) (Jezek dan
Hlavata, 2005) sehingga dapat mengganggu
fungsi fisiologi.

Secara alami oosit menghasilkan
glutathione (GSH) yang dapat mereduksi H O,
sebelum sempat bereaksi dengan unsur logam
menjadi radikal bebas (Park et al., 2014).
Sintesis GSH tergantung pada ketersediaan
cysteine yang sangat mudah teroksidasi menjadi
cystine pada lingkungan ekstraseluler (Lu,
2013). Oleh karenanya selama pematangan oosit,
sel kumulus berperan sangat penting dalam
mereduksi cystine menjadi cysteine (Geshi et
al., 2000) dan kemudian ditransfer melalui gap
junction sebagai prekusor GSH (Zhou et al.,
2010). Puncak konsentrasi GSH intraseluler

yang dapat dicapai oleh oosit terjadi pada pada
tahap metafase II (MII) (De Matos dan Furnus,
2000). Hal tersebut terjadi karena sel kumulus
tidak dapat lagi mentransfer cysteine ke dalam
oosit setelah tahap MII akibat terputusnya gap
junction oleh enzim hyaluronidase yang
disekresikan sel kumulus itu sendiri (Sutton et
al., 2003). Oleh sebab itu konsentrasi GSH
intraseluler yang dicapai selama pematangan
sering dijadikan sebagai indikator kematangan
oosit (You et al., 2010). Konsentrasi GSH
intraseluler inilah yang dipakai oleh oosit untuk
mencukupi kebutuhan dalam tahapan produksi
embrio in vitro selanjutnya. Apabila konsentrasi
GSH yang dicapai selama pematangan tidak
optimal, maka akan menyebabkan akumulasi
ROS (Agarwal et al., 2005). Akumulasi ROS
merupakan penyebab stres oksidasi yang
berakibat terjadinya oosit aging (Lord dan
Aitken, 2013) dan apoptosis (Gupta et al., 2009)
sehingga banyak oosit yang gagal dalam
perkembangan awal embrio.

Penambahan berbagai substrat selama
pematangan in vitro untuk mengoptimalkan
konsentrasi GSH intraseluler telah dilakukan
seperti seperti cysteamine (De Matos et al.,
1995), d-mercaptoethanol (Caamano et al.,
1996), [-cysteine (Whitaker dan Knight, 2004),
green tea polyphenols (Wang et al., 2007), N-
acetyl-cysteine-amide (Whitaker dan Knight,
2010), resveratrol (Kwak et al., 2012), dan [-
carnitine (You et al., 2012). Konsentrasi GSH
intraseluler sangat diperlukan pada proses
fertilisasi (Zuelke et al., 2003) dan pembentukan
blastosis (Furnus et al., 2008). Namun,
konsentrasi GSH intraseluler yang dapat dicapai
selama pematangan in vitro nampaknya belum
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mampu mencukupi kebutuhan dalam
mendukung perkembangan awal embrio. Lebih
lanjut dilaporkan oleh Guerin et al. (2001)
bahwa dalam keadaan in vivo, kekurangan GSH
intraseluler dicukupi oleh saluran reproduksi
betina sehingga perkembangan awal embrio
lebih berhasil di dalam tubuh. Oleh karena itu
penelitian ini dilakukan bertujuan untuk
mengamati pengaruh penambahan GSH pada
medium fertilisasi dan kultur terhadap
kompetensi perkembangan awal embrio.

METODE PENELITIAN

Kemampuan Fertiliasi In Vitro setelah
Penambahan GSH.

Koleksi dan Seleksi Qosit. Ovarium
didapatkan dari rumah pemotongan hewan
(RPH) Kota Bogor, dibawa ke laboratorium
dalam NaCl 0,9% yang ditambahkan 100 IU/
mL penicillin (Sigma, P-4687) dan 0,1 mg/mL
streptomycin (Sigma, S-9137) pada suhu 27-
28°C. Oosit dikoleksi dari folikel berukuran 2-6
mm dengan teknik slicing pada cawan petri
menggunakan scalpel ukuran 23. Folikel yang
telah di-slicing dibilas dengan dulbecco phosphat
buffered saline (DPBS) yang ditambahkan 5%
fetal bovine serum (FBS) (Sigma, F-7524), 100
IU/mL penicillin, dan 0,1 mg/mL streptomycin.
Oosit dikoleksi pada cawan petri yang berisi 2
mL DPBS yang ditambahkan 10% FBS, 100 IU/
mL penicillin, dan 0,1 mg/mL streptomycin di
bawah mikroskop stereo. Oosit yang digunakan
dalam penelitian ini yaitu oosit yang
mempunyai sel kumulus yang kompak dengan
lebih dari tiga lapis dan sitoplasma homogen.

Pematangan In Vitro. Oosit yang sudah
dikoleksi dicuci tiga kali pada medium
pematangan tissue culture medium (TCM) 199
(Gibco) yang ditambahkan 10% FBS, 10 IU/mL
pregnant mare serum gonadotrophin (PMSG)
(Kyoritsu Seiyaku, Japan), 10 IU/mL humman
choirionic gonadotrophin (hCG) (Kyoritsu
Seiyaku, Japan), dan 50 pg/mL gentamycin
(Sigma, P-4687) yang telah diekuilibrasi selama
dua jam. Kemudian sebanyak 10-15 oosit
dimatangkan pada drop 100 puL di bawah
mineral oil (Sigma, M-8410) di dalam inkubator
5% CO, dan suhu 39°C selama 24 jam.

Fertilisasi In Vitro. Semen beku sapi
ongole di-thawing dalam penangas air dengan
suhu 37°C selama 25 detik. Semen ditempatkan
di dasar medium tyrode-albumin-lactate-
pyruvate (TALP) untuk memberi kesempatan
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kepada spermatozoa yang motil berenang ke atas
(swim up) pada inkubator 5% CO, dengan suhu
39°C selama satu jam. Sebagian supernatan
diambil untuk disentrifugasi menggunakan
kecepatan 702 g dengan suhu 28°C selama
delapan menit. Pelet hasil sentrifugasi disisakan
sebanyak 200 pL, kemudian dihitung
konsentrasinya. Setelah didapat konsentrasi
spermatozoa, kemudian dibuat drop 100 pL
dengan konsentrasi akhir 2.10° spermatozoa per
mL dengan medium fertilisasi (Suzuki et al.,
2000) yang telah diberi perlakuan penambahan
GSH (Sigma, G-4251) dengan konsentrasi
sebesar 0,25 mM, 0,50 mM, dan 1,00 mM.
Kemudian 10-15 oosit yang telah mengalami
proses pematangan ditempatkan pada drop
fertilisasi di bawah mineral oil. Oosit dan
spermatozoa dinkubasi pada inkubator 5% CO,
dan suhu 39°C selama 14 jam.

Evaluasi Tingkat Fertilisasi In Vitro.
Oosit yang telah difertilisasi didenudasi sel-sel
kumulusnya. Oosit difiksasi dalam larutan
asam asetat dan ethanol absolute (1:3) selama
72 jam. Preparat kemudian diwarnai dengan 2%
aceto-orcein selama tiga menit, kemudian
pewarna dibersihkan dengan 25% asam asetat.
Preparat diamati di bawah mikroskop fase
kontras (Olympus IX 70, Japan). Persentase
tingkat fertilisasi merupakan perbandingan
antara jumlah oosit yang terfertilisasi normal
(2PN) dengan jumlah keseluruhan oosit yang
difertilisasi.

Kompetensi Perkembangan Awal Embrio
Sapi setelah Penambahan GSH.

Persiapan Kultur In Vitro. Koleksi dan
pematangan oosit dilakukan seperti pada
penelitian I. Oosit difertilisasi pada medium
fertilisasi dengan konsentrasi GSH terbaik pada
penelitian I di dalam inkubator 5% CO, dan suhu
39°C selama 18 jam.

Kultur In Vitro. Oosit yang telah
difertilisasi kemudian didenudasi sel-sel
kumulusnya. Oosit kemudian dicuci sebanyak
tiga kali dalam medium kultur modified
synthetic oviduct fluid (mSOF) yang
ditambahkan 2% basal medium eagle (BME)
(Sigma, B-6766), 1% minimum essential medium
(MEM) (Sigma, M-7145), 0,3% bovine serum
albumin (BSA) (Sigma, A-7030), dan 50 ng/mL
gentamicyn (Gordon, 2003). Sebanyak 10-15 oosit
dikultur dalam inkubator 5% CO, dan suhu 39°C
selama 96 jam pada medium berbentuk drop 100
pL di bawah mineral oil yang telah diberi
perlakukan penambahan GSH hanya pada
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medium fertilisasi (T,), penambahan GSH hanya
pada medium kultur (T,), dan kombinasi
penambahan GSH pada medium fertilisasi dan
kultur (T,). Sementara itu pada kontrol tidak
diberikan perlakuan penambahan GSH baik
pada medium fertilisasi maupun kultur (T ).
Pembaharuan medium kultur dilakukan setelah
48 jam kultur.

Evaluasi Tingkat Perkembangan Awal
Embrio. Perkembangan awal embrio sapi
diamati selama empat hari dengan mencatat
kecepatan pembelahan setiap perlakuan pada
hari ke-2 (jam ke-48) dan hari ke-4 (jam ke-96)
kultur di bawah mikroskop (Olympus IX 70,
Japan). Pembuatan preparat dan pewarnaan
seperti pada penelitian I dilakukan untuk
peneguhan hasil pengamatan dengan
menghitung jumlah sel yang terbentuk.
Persentase tingkat pembelahan embrio
merupakan perbandingan antara jumlah oosit
yang membelah dengan jumlah keseluruhan
oosit yang dikultur.

Analisis Data

Penelitian ini menggunakan rancangan
acak lengkap (RAL) terdiri atas dua penelitian,
masing-masing empat perlakukan dan setiap
perlakuan terdiri dari enam kali ulangan,
sehingga menggunakan 651 oosit. Penelitian I,
sebanyak 317 oosit dimatangkan, kemudian
difertilisasi pada medium fertilisasi yang telah
diberi perlakuan penambahan GSH dengan
konsentrasi 0,25 mM, 0,50 mM, dan 1,00 mM.
Penelitian II, sebanyak 334 oosit dimatangkan,
kemudian difertilisasi pada medium fertilisasi
dan dikultur pada medium kultur dengan
perlakuan: penambahan GSH hanya pada
medium fertilisasi (T,), penambahan GSH hanya
pada medium kultur (T,), dan kombinasi
penambahan GSH pada medium fertilisasi dan
kultur (T,). Sementara itu kontrol (T ) tidak
diberi perlakuan penambahan GSH. Data
diperoleh dalam bentuk persentase dan
ditransfer ke dalam bentuk arc.sin V%. Tingkat
fertilisasi dan perkembangan awal embrio sapi
secara in vitro dianalisis dengan sidik ragam
atau analysis of variance pada taraf nyata 95%,
apabila terdapat perbedaan yang nyata
dilanjutkan dengan Duncant New Multiple
Range Test (Steel dan Torrie, 1993).
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Kemampuan Fertilisasi In Vitro setelah
Penambahan GSH.

Hasil penelitian menunjukkan penambahan
GSH pada medium fertilisasi dengan konsentrasi
yang berbeda dapat meningkatkan total oosit
terfertilisasi dan tingkat fertilisasi (2PN) jika
dibandingkan dengan kontrol (P<0,05) (Tabel 1).
Hal tersebut diduga karena GSH memiliki peran
penting dalam pembentukan pronukleus. Lebih
lanjut ditunjukan bahwa terdapat tiga peran
GSH dalam meningkatkan pembentukan
pronukleus. Peran pertma, GSH mampu
berperan sebagai antioksidan dengan
menetralisir H,0, dan L-OOH yang dikatalisasi
oleh enzim glutathione peroxidases (GPx) (Lu,
2013). Hal ini diduga bahwa dengan
penambahan GSH pada medium fertilisasi,
dapat mencukupi kebutuhan antioksidan
sehingga ROS dapat dinetralisir dengan baik.
Peran kedua, GSH diduga dapat berperan
sebagai buffer intraseluler oosit. Selama stres
oksidasi, protein thiol seperti cysteine dapat
dengan mudah teroksidasi menjadi asam
sulfenik (Lu, 2013) yang diduga dapat
menurunkan pH intraseluler oosit. Lebih lanjut
dijelaskan oleh Finkel (2012) bahwa GSH
mampu membentuk ikatan dengan asam
sulfenik menjadi protein disulfida yang dapat
direduksi kembali oleh GSH menjadi protein
thiol sehingga pH oosit tidak turun. Peran
ketiga, GSH diduga berperan membantu
penetrasi spermatozoa ke dalam oosit dan
terjadinya kondensasi dengan cara mereduksi
ikatan disulfida. Dilaporkan oleh Takeo dan
Nakagata (2011) bahwa GSH mereduksi ikatan
disulfida yang terdapat pada zona pelusida (ZP)
sehingga spermatozoa lebih mudah melakukan
penetrasi melalui ZP. Dilaporkan juga oleh
Sutovsky et al. (2000) bahwa GSH mereduksi
ikatan disulfida pada ekor spermatozoa sehingga
terjadi pemutusan ekor yang menginisiasi
terjadinya pembentukan pronukleus. Setelah
itu, GSH mereduksi ikatan disulfida pada
protamin yang kemudian digantikan oleh histon
sebagai syarat dekondensasi (Mukhopadhyay et
al., 2008). Apabila tidak terjadi reduksi ikatan
disulfida oleh GSH pembentukan pronukleus
tidak terjadi, seperti yang dilaporkan oleh
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Sutovsky dan Schatten (1997). Dari ketiga peran
GSH tersebut diindikasikan penambahan GSH
selama proses fertilisasi dapat meningkatkan
pembentukan pronukleus. Perkembangan
pronukleus setelah fertilisasi disajikan pada
Gambar 1.

Pemberian GSH pada medium fertilisasi
memberikan kecenderungan terbentuknya
kejadian polispermi. Menurut Jacob et al. (1978),
polispermi dapat menyebabkan kematian embrio
dini dan aborsi. Kenaikan kejadian polispermi
sebesar 6% mulai terlihat pada penambahan
1,00 mM GSH, namun tidak sampai
menjadikan hasil tersebut signifikan dengan
pemberian GSH dengan konsentrasi yang lebih
kecil (Tabel 1). Pemberian konsentrasi GSH
pada medium lebih dari 1 mM diduga dapat
memberi efek yang negatif dengan menaikan
kejadian polispermi secara signifikan.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa
peningkatan oosit yang terfertilisasi normal
pada medium fertilisasi yang ditambahkan GSH
dengan konsentrasi 0,25 mM, 0,50 mM, dan 1,00
mM berbeda antar perlakuan (P<0.05) yaitu
73,8%, 80,3%, dan 86,9% (Tabel 1). Data

penelitian menunjukkan bahwa konsentrasi
1,00 mM GSH yang ditambahkan pada medium
fertilisasi menghasilkan tingkat fertilisasi yang
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terbaik. Data pada penelitian tersebut
mendukung hasil penelitian sebelumnya yang
dilaporkan oleh Ishizuka et al. (2013). Hal
tersebut mengindikasikan bahwa penambahan
GSH dengan konsentrasi 1,00 mM lebih
mencukupi kebutuhan oosit daripada
penambahan dengan konsentrasi GSH yang
lebih rendah selama fertilisasi.

Kompetensi Perkembangan Awal Embrio
setelah Penambahan GSH.

Keberhasilan produksi embrio in vitro dapat
ditentukan dari jumlah embrio yang mencapai
tahap morula dan blastosis, karena pada tahap
tersebut embrio tahan terhadap pembekuan dan
layak untuk ditransfer ke resipien (Setiadi dan
Karja, 2013). Embrio yang mempunyai
kompetensi mencapai tahap blastosis dapat
dinilai sejak dini dengan melihat kecepatan
pembelahannya (Lequaere et al., 2003), terutama
ketika embrio mencapai tahap pembelahan 16
sel karena telah melewati periode transisi genom
maternal ke genom embrio (Graf et al., 2014).
Lebih lanjut dilaporkan oleh Lim et al. (1996)
bahwa selama periode transisi tersebut terjadi
penurunan konsentrasi GSH intraseluler. Hal
tersebut dikhawatirkan menyebabkan ROS
tidak dapat dinetralisir dengan baik sehingga

Gambar 1. Perkembangan pronukleus setelah fertilisasi. A. 1 PN, B. 2 PN, C. >2 PN (Pembesaran
200 kali, fase kontras, Olympus IX 70).

Gambar 2. Perkembangan awal embrio sapi selama empat hari. A. 2 Sel, B. 3-4 Sel, C. 5-8 Sel, D.
9-16 Sel, E. 17-32 Sel (Pembesaran 200 kali, Olympus IX 70).
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mengganggu perkembangan awal embrio (Park
et al.,2014). Oleh karena itu, dalam penelitian
1T dilakukan perlakuan kombinasi penambahan
GSH pada medium fertilisasi dan kultur untuk
mengetahui pengaruhnya terhadap perkem-
bangan awal embrio. Perkembangan awal
embrio sapi selama empat hari disajikan pada
Gambar 2.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa
tingkat pembelahan embrio pada perlakuan
penambahan GSH hanya pada medium fertili-
sasi (T)) sebesar 82,1% dan perlakuan kombinasi
penambahan GSH pada medium fertilisasi dan
kultur (T,) sebesar 84,3% lebih tinggi (P<0,05)
daripada kontrol (T ) sebesar 59,0%. Tingkat
pembelahan perlakuan penambahan GSH hanya
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pada medium kultur (T,) sebesar 57,1% tidak
berbeda (P>0,05) jika dibandingkan dengan
kontrol (T ) (Tabel 2). Hasil tersebut menun-
jukkan penambahan GSH pada medium kultur
tidak meningkatkan oosit yang membelah.
Banyaknya oosit yang membelah lebih dipenga-
ruhi oleh banyaknya pronukleus normal yang
terbentuk akibat penambahan GSH pada
medium fertilisasi. Hal tersebut diduga penam-
bahan GSH pada medium kultur tidak dapat
masuk melalui membran yang telah mengalami
pengerasan zona pelusida pada saat proses
fertilisasi. Penyataan ini didukung oleh Bocca-
ccio et al. (2012) bahwa pada proses pengerasan
zona pelusida terjadi peningkatan resistensi
terhadap agen pereduksi seperti GSH.

Tabel 1. Kemampuan fertilisasi in vitro oosit sapi setelah penambahan glutathione (GSH).

Perlakuan(mM) n

Fertilisasin (% rataan)

Total Normal (2 PN) Polispermi (>2 PN)
Kontrol 73 45 (61,6)* 43 (58,9)* 2(2,7)
0,25 84 64 (76,2)" 62 (73,8)° 2(2,4)
0,50 76 63 (82,9 61 (80,3)¢ 2(2,6)
1,00 84 78 (92,9) 73 (86,9)¢ 5(6,0)

Keterangan : n= jumlah oosit; huruf superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan

perbedaan yang signifikan (P<0,05).

Tabel 2. Kemampuan perkembangan awal embrio sapi setelah penambahan 1,00 mM glutathione

(GSH).
Perla- IVF IVC n Tingkat Tingkat perkembangan awal embrion (% rataan)
kuan pembelahan n
(% rataan) 2 sel 3-4 sel 5-8 sel 9-16sel 17-32sel
Pengamatan hari ke-2
Kontrol 83 46 (55,4)? 5(6,00 13(15,7 26(31,3)* 2(2,4  0(0,0)
T, + - &4 67 (79,8)" 7(8,3) 10(11,9) 47(56,0° 3(3,6) 0(0,0)
T, - + &4 48 (57,1)? 6(7,1) 18(21,4) 22(26,2* 22,4  0(0,0)
T, + + 83 69 (83,1)" 4(4,8) 17(20,2) 45(53,6)> 3(3,6) 0(0,0)
Pengamatan hari ke-4
Kontrol - 83 49 (59,0)? 4(4,8) 14(16,9) 20(24,1)* 9(10,8) 22,4
T, + - &4 69 (82,1)° 44,8 9(10,7 31(36,9" 22(26,2) 3(3,6)
T, - + &4 48 (57,1)? 6(7,1) 12(14,3) 18(21,4* 10(11,9 22,4
T, + + 83 70 (84,3)° 1(1,2) 11(13,1) 30(35,7)" 23(27,4) 5(6,0)

Keterangan : n= umlah oosit atau embrio; IVF= medium fertilisasi; IVC= medium kultur; T = kontrol;
T = penambahan GSH hanya pada medium fertilisasi; T,= penambahan GSH hanya pada
medium kultur; T,= kombinasi penambahan GSH pada medium fertilisasi dan kultur. Huruf
superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang signifikan
(P<0,05).

332



Jurnal Veteriner

Hasil penelitian hari ke-2 kultur menun-
jukkan perkembangan awal embrio 5-8 sel pada
perlakuan penambahan GSH hanya pada
medium fertilisasi (T,) sebesar 56,0% dan
perlakuan kombinasi penambahan GSH pada
medium fertilisasi dan kultur (T,) sebesar 53,6%
lebih tinggi (P<0,05) daripada perlakuan
penambahan GSH hanya pada medium kultur
(T,) sebesar 26,2% dan kontrol (T ) sebesar
32,3%. Hasil penelitian selanjutnya pada hari
ke-4 kultur yang menunjukkan perkembangan
awal embrio 9-16 sel pada perlakuan
penambahan GSH hanya pada medium
fertilisasi (T,) sebesar 26,2% dan perlakuan
kombinasi penambahan GSH pada medium
fertilisasi dan kultur (T,) sebesar 27,4% lebih
tinggi (P<0,05) daripada perlakuan penambahan
GSH hanya pada medium kultur (T,) sebesar
11,9% dan kontrol (T ) sebesar 10,8% (Tabel 2).
Hasil tersebut mengindikasikan bahwa
penambahan GSH pada medium fertilisasi lebih
efektif dalam mendukung perkembangan awal
embrio daripada penambahan GSH pada
medium kultur sehingga lebih berkompetensi
untuk mencapai tahap blastosis. Menurut
Asgari et al. (2012) bahwa embrio yang memiliki
kompetensi menjadi blastosis mencapai
pembelahan delapan sel pada hari ke-2 kultur
dan pembelahan 9-16 sel sampai morula awal
pada hari ke-4 kultur. Hal tersebut dapat
dijelaskan karena pada perkembangan awal
embrio delapan sampai 16 sel terjadi
peningkatan sintesis GSH sejalan dengan
pengaktifan genom embrio (Lim et al., 1996).
Peningkatan GSH intraseluler berperan sangat
penting selama perkembangan awal embrio
dalam menetralisir ROS (Sun et al., 2015) dan
proliferasi (Lu, 2013).

Hasil penelitian hari ke-4 kultur
menunjukkan perkembangan awal embrio 5-8
sel pada perlakuan penambahan GSH hanya
pada medium fertilisasi (T,) sebesar 36,9% dan
perlakuan kombinasi penambahan GSH pada
medium fertilisasi dan kultur (T,) sebesar 35,7%
lebih tinggi (P<0,05) daripada perlakuan
penambahan GSH hanya pada medium kultur
(T,) sebesar 21,4% dan kontrol (T ) sebesar 24,1%
(Tabel 2). Hasil tersebut menunjukkan bahwa
terdapat banyak embrio delapan sel pada hari
ke-2 kultur yang tidak mampu melanjutkan
perkembangannya menjadi 9-16 sel pada hari
ke-4 kultur. Menurut Asgari et al. (2012) bahwa
perkembangan awal embrio delapan sel pada
hari ke-4 kultur merupakan perkembangan
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awal embrio yang terlambat. Lebih lanjut
Gasparrini et al. (2003) menyatakan bahwa
embrio sapi sering mengalami blokade pada
perkembangan awal delapan sel. Memili dan
First (2000) menjelaskan bahwa blokade
perkembangan embrio berhubungan dengan
tahap perkembangan ketika embrio
mengandalkan transkripsi mRNAs dari
genomnya sendiri untuk meneruskan
pembelahan. Selain itu, hal ini diduga kecepatan
pembelahan embrio pada hari ke-2 kultur
menyebabkan metabolisme berjalan lebih cepat
sehingga menghasilkan akumulasi ROS yang
memicu stres oksidasi. Park et al. (2014)
menyatakan bahwa stres oksidasi selama tahap
kultur dapat mengganggu perkembangan awal
embrio. Lebih lanjut dijelaskan bahwa stres
oksidasi dapat menyebabkan kerusakan molekul
biologi yang penting di dalam sel, penurunan
adenosine triphosphate (ATP), dan apotosis
(Guerin et al., 2001).

SIMPULAN

Penambahan 1,00 mM GSH pada medium
fertilisasi mampu memenuhi kebutuhan GSH
oosit selama tahap in vitro sehingga
menghasilkan pembentukan pronukleus normal
dan perkembangan embrio sapi yang optimal.

SARAN

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut
mengenail penambahan GSH dengan konsentrasi
yang lebih tinggi dari 1,00 mM pada medium
fertilisasi untuk mengetahui pengaruhnya
terhadap pembentukan pronukleus dan
perkembangan awal embrio sapi secara in vitro.
Perlu dilakukan seleksi embrio dengan
pronukleus >2PN secara non invasif pada tahap
fertilisasi sehingga tidak diikutkan dalam tahap
kultur in vitro.
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