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ABSTRACT

The easiest, cheapest, simpliest and efficient polyploidization method was heat shock treatment. Each fish species has different
tolerance either initial time, temperature or duration of heat shock. The aim of this study were to show and determine the heat shock
effects on differentiation of hatching rate, abnormality, survival rate, and successful polyploidization of common carp. The method
that used in this study was experiment. Treatment that used was heat shock 40° C during 1.5 minutes of common carp eggs to 3 and 29
minutes after fertilization. Ten replicates were carried out for each treatment. Parameters test were hatching rate, abnormality, survival
rate and polyploidy induction by counting of nucleolus number. Data analysis that used was descriptive. The result of this study indicated
that heat shock treatment influenced on hatching rate, abnormality, survival rate and polyploidy induction of the common carp
polyploidization. Hatching rate of common carp, triploidy and tetraploidy were 22.63 + 8.36% and 11.10 +8.60%, abnormality 13.81
+4.67% and 24.86 £ 8.37%, survival rate 52.64 + 8.46% and 55.04 + 8.15% and polyploidy induction 70 + 7.07% and 60 + 7.07%,

respectively.
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PENGANTAR

Manipulasi kromosom mungkin dilakukan selama
siklus nukleus dalam pembelahan sel, dasarnya adalah
penambahan atau pengurangan set haploid atau diploid.
Pada ikan dan hewan lainnya dengan fertilisasi eksternal,
proses-proses buatan dapat dilakukan untuk salah satu
gamet sebelum fertilisasi atau telur terfertilisasi pada
beberapa periode selama formasi pada zigot (Purdom,
1983). Salah satu metode manipulasi kromosom adalah
poliploidisasi.

Poliploidisasi pada ikan dapat dilakukan melalui
perlakuan secara fisik seperti kejutan (shock) suhu panas
maupun dingin, sydrostatic pressure atau secara kimiawi
untuk mencegah peloncatan polar body 1l atau pembelahan
sel pertama pada telur terfertilisasi (Thorgaard, 1983;
Yamazaki, 1983; Carman et al., 1992; Johnstone, 1993;
Hussain, 1996; Shepperd dan Bromage, 1996). Masing-
masing memiliki intensitas, lama dan waktu perlakuan yang
kritis dan perlu evaluasi lebih lanjut, sedangkan tiap spesies
mungkin memiliki perbedaan dalam merespons masing-
masing perlakuan tersebut (Johnstone, 1993). Peloncatan
polar body 11 terjadi 3—7 menit setelah fertilisasi pada
beberapa spesies (Carman et al., 1991), sedangkan
pembelahan mitosis pada ikan mas terjadi 20-40 menit
setelah fertilisasi (Komen et al., 1990).

Kejutan suhu selain murah dan mudah, juga efisien
dapat dilakukan dalam jumlah banyak (Rustidja, 1991).
Kejutan panas mudah dan sering digunakan untuk aplikasi
poliploidisasi pada beberapa spesies ikan. Komen (1990)
menyatakan, suhu panas lebih efektif untuk mencegah
terlepasnya polar body 1. Thorgaard (1983) menjelaskan,
pendekatan praktis untuk induksi poliploidi melalui kejutan
panas merupakan perlakuan aplikatif sesaat setelah
fertilisasi (untuk induksi triploidi) atau sesaat setelah
pembelahan pertama (untuk induksi tetraploidi) pada suhu
sublethal. Tiga hal yang perlu diperhatikan dalam perlakuan
kejutan suhu pada telur, yaitu waktu awal kejutan, suhu
kejutan, dan lama kejutan (Don dan Avtalion, 1986). Nilai
parameter tersebut berbeda untuk setiap spesies (Pandian
dan Varadaraj, 1988).

Kejutan suhu 3 menit setelah fertilisasi dapat
menghasilkan gynogenesis meiosis pada ikan mas
(Prastowo, 1994) dan triploid massal pada Clarias
batrachus L. (Rustidja, 1993; Rustidja ez al., 1993). Kejutan
suhu panas 40° C umum digunakan pada ikan mas (Komen
et al., 1990; Sumantadinata, 1990 dalam Lukman, 1991;
Bongers et al., 1993) dengan lama kejutan bervariasi, yaitu
antara 1,5-2 menit (Sumantadinata, 1990 dalam Lukman,
1991), 2 menit (Gustiano dkk., 1990; Bongers et al., 1993)
atau 1-3 menit (Komen ef al., 1990). Ikan mas hasil
gynogenesis mitosis dihasilkan melalui kejutan panas 29
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menit setelah fertilisasi (Triwahyudi, 1994) atau 28-30
menit setelah fertilisasi (Komen et al., 1990).

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui dan
menguji pengaruh kejutan panas terhadap perbedaan derajat
penetasan, abnormalitas, derajat kelangsungan hidup dan
keberhasilan poliploidisasi pada ikan mas (Cyprinus carpio
Linn.). Hasil penelitian ini diharapkan dapat bermanfaat
untuk memberikan tambahan informasi dan aplikasi lapang
program poliploidisasi ikan mas dalam peningkatan kualitas
produksi benih ikan mas.

BAHAN DAN CARA KERJA

Penelitian ini dilaksanakan di Balai Pengembangan
Budidaya Air Tawar (BPBAT) Umbulan Pasuruan Jawa
Timur. Metode penelitian yang digunakan adalah
eksperimen. Perlakuan yang digunakan adalah triploidisasi
dan tetraploidisasi serta kontrol dengan ulangan 10 kali
untuk masing-masing perlakuan.

Pemijahan dan Stripping Induk

Induk ikan mas betina (berat 2,0-3,0 kg) dan jantan
(berat 1,5-2,0 kg), masing-masing sebanyak 3 dan 6 ekor
dimasukkan ke dalam kolam pemijahan ukuran 2 X 5 X 1 m
dan ditambah substrat berupa kakaban yang terbuat dari
ijuk. Induk ikan mas umumnya akan melakukan
perkawinan secara alami pada malam hari (tengah malam)
dengan selang waktu 11-18 jam setelah dipasangkan.
Setelah nampak tanda-tanda ikan mulai memijah, induk
ikan mas betina dan jantan ditangkap dan dilakukan
pengurutan di bagian abdominal (stripping) untuk
mendapatkan (koleksi) telur dan sperma ikan mas. Telur-
telur yang diperoleh kemudian ditampung dalam mangkok
plastik kering, sedangkan sperma ditampung dalam tabung
reaksi yang di dalamnya berisi larutan NaCl Fisiologis
dengan pengenceran 10 kali. Larutan sperma disimpan
sementara dalam refrigerator suhu 4° C.

Fertilisasi Buatan

Telur ikan mas dalam mangkok plastik hasil stripping
diambil menggunakan spatula secara acak, diletakkan
dalam mangkok plastik bersih-kering dan ditambah larutan
sperma sebanyak 2-3 tetes. Campuran larutan sperma dan
telur diaduk secara perlahan menggunakan bulu ayam.
Kemudian, ditambahkan air bersih sebanyak 3—4 tetes untuk
melangsungkan proses fertilisasi telur dan secara perlahan-
lahan diaduk secara merata menggunakan bulu ayam.
Waktu fertilisasi dicatat saat pertama kali pencampuran air
bersih. Setelah 1 menit, telur terfertilisasi disebar dalam
saringan kasa diameter 20 cm dan tinggi 6 cm yang telah

ditempatkan dalam bak plastik volume 25 liter berisi larutan
garam dan urea (larutan penyubur) dengan perbandingan
4 : 3 untuk setiap 1 liter air selama 0,5 menit. Selanjutnya,
telur dalam saringan kasa dimasukkan bak inkubasi yang
terbuat dari fiber glass volume 1 ton dengan suhu air
26°C.

Perlakuan Poliploidisasi

Tiga menit setelah fertilisasi (triploidisasi) dan 29 menit
setelah fertilisasi (tetraploidisasi), telur dalam saringan kasa
(masing-masing diulang sebanyak 10 buah) dimasukkan
box shocking untuk perlakuan kejutan panas (suhu air
40° C) selama 1,5 menit. Setelah perlakuan kejutan panas,
telur dalam saringan kasa dibilas dengan larutan Ringer’s.
Untuk kontrol, maka telur dalam saringan kasa tidak
diperlakukan kejutan panas, tetapi hanya dibilas dengan
larutan Ringer’s. Kemudian, dimasukkan dalam bak
penetasan telur bersama-sama dengan telur hasil perlakuan
triploidisasi dan tetraploidisasi.

Penetasan Telur dan Pemeliharaan Larva

Penetasan telur dilakukan di dalam bak penetasan telur
yang terbuat dari fiber glass volume 1 ton dengan suhu air
28° C dan ditambah Methylene Blue 1 ppm. Kira-kira 8 jam
setelah fertilisasi, dilakukan penghitungan jumlah telur
(sampel) yang digunakan untuk masing-masing perlakuan,
yaitu melalui penghitungan jumlah telur terfertilisasi dan
jumlah telur tidak terfertilisasi dari masing-masing
perlakuan. Telur-telur yang tidak terfertilisasi (rusak)
dipisahkan dengan telur-telur terfertilisasi dan dihilangkan
dari saringan.

Telur ikan mas akan menetas kira-kira 2—3 hari.
Selanjutnya, dilakukan penghitungan jumlah telur yang
menetas dan jumlah larva yang cacat secara morfologis
(abnormal). Larva ikan mas yang normal (sehat) semua
perlakuan dipindahkan ke dalam akuarium ukuran 1 x 0,6 X
0,8 m untuk pemeliharaan larva dan masing-masing
perlakuan ditebar sebanyak 125 ekor. Selama pemeliharaan
(30 harti), larva diberi pakan suspensi kuning telur (selama
3—4 hari), pakan alami Artemia spp., cacing Tubifex sp., dan
pakan pellet yang diberikan secara bertahap sesuai dengan
perkembangan larva ikan mas. Suhu air media pemeliharaan
diatur 28° C. Pada akhir pemeliharaan (30 hari), dihitung
jumlah larva ikan mas yang bertahan hidup (kelangsungan
hidup).

Analisis Poliploidi

Analisis poliploidi dilakukan melalui penghitungan
jumlah nukleolus ikan mas hasil perlakuan poliploidisasi
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dengan menggunakan pewarnaan perak nitrat (silver
staining) seperti prosedur Howell dan Black (1980).
Jaringan yang digunakan adalah sebagian potongan sirip
pectoral dan sirip ekor larva ikan mas. Jumlah larva ikan
mas yang digunakan sebagai sampel untuk analisis
nukleolus sebanyak 10 ekor untuk masing-masing
perlakuan dan diambil secara acak (random sampling).

Parameter dan Analisis Data

Parameter yang diuji adalah derajat penetasan,
abnormalitas, derajat kelangsungan hidup dan keberhasilan
induksi poliploidi ikan mas hasil perlakuan poliploidisasi.
Analisis data dilakukan secara deskriptif.

HASIL
Tabel 1. Rata-rata jumlah telur sampel, jumlah telur terfertilisasi,
derajat fertilisasi, jumlah telur menetas, derajat
penetasan, jumlah larva cacat, abnormalitas, derajat
kelangsungan hidup, dan keberhasilan induksi poliploidi
ikan mas (Cyprinus carpio Linn.) kontrol, triploid dan
tetraploid
Poliploidisasi
Parameter Kontrol
Triploid Tetraploid
Jumlah telur sampel 671 684 611
(butir)
Jumlah telur
terfertilisasi (butir) 667 681 607
Derajat fertilisasi (%) 99,31 = 0,83 99,59 + 0,68 99,25 = 1,08
Jumlah telur menetas 183 176 89
(butir)
Derajat penetasan (%) 25,94 + 6,76 22,63 + 8,36 11,10 = 8,60
Jumlah larva cacat 12 23 20
(ekor)
Abnormalitas (%) 6,83 + 2,06 13,81 + 4,67 24,86 + 8,37
Jumlah larva bertahan 94 65 68

hidup (ekor)

Derajat kelangsungan .o o . 7 97 5064 + 846 55,04 + 8,15

hidup (%)

Jumlah sel/nukleus 129 116 111
(sel)

Keberhasilan induksi 100 + 0,00 70 = 7,07 60 + 7,07

poliploidi (%)

Derajat penetasan ikan mas hasil triploidisasi sebesar
22,63 + 8,36% dan lebih tinggi daripada derajat penetasan
ikan mas hasil tetraploidisasi (11,10 + 8,60%), tetapi lebih
rendah bila dibandingkan dengan ikan mas kontrol sebesar
25,94 + 6,76%. Derajat penetasan telur ikan mas dalam
penelitian ini sangat rendah, meskipun derajat fertilisasinya
cukup tinggi, yaitu di atas 99% (Tabel 1).

Jumlah larva ikan mas cacat untuk masing-masing
perlakuan menunjukkan perbedaan yang relatif besar, baik
antara kontrol dengan hasil poliploidisasi maupun antara
ikan mas triploid dan tetraploid dengan perbedaan
persentase abnormalitas sebesar 7—11% (lihat Tabel 1).

Keabnormalitasan (cacat) larva ikan mas dapat diamati dari
bentuk kepala, tubuh dan atau ekor yang bengkok, tubuh
menyusut atau lebih pendek dari ukuran normal maupun
pembesaran kelopak mata dan kepala.

Derajat kelangsungan hidup larva ikan mas hasil
poliploidisasi antara triploid dan tetraploid berkisar antara
52-55%. Derajat kelangsungan hidup ikan mas hasil
poliploidisasi ini relatif rendah bila dibandingkan dengan
ikan mas kontrol yang mencapai di atas 75% (lihat Tabel
1).

Analisis ploidisasi dari perlakuan kejutan panas 40° C
selama 1,5 menit pada triploidisasi dan tetraploidisasi telah
menghasilkan induksi poliploidi, masing-masing sebesar
70 = 7,07% dan 60 + 7,07%. Hal ini menunjukkan bahwa
perlakuan kejutan panas dan waktu kejutan tersebut relatif
efektif untuk membuat poliploidisasi pada ikan mas. Ikan
mas triploid memiliki 3 nukleolus di dalam satu nukleus sel,
sedangkan ikan mas tetraploid memiliki 4 nukleolus
(Gambar 1).

Gambar 1. Jumlah nukleolus ikan mas triploid = 3 (a) dan
tetraploid = 4 (b) n = nukleus dan nu = nukleolus

PEMBAHASAN

Umumnya persentase penetasan ikan secara normal
berkisar antara 50-80 % (Richter dan Rustidja, 1985).
Rendahnya derajat penetasan telur ikan mas dapat
disebabkan oleh beberapa faktor, antara lain: kualitas telur,
kualitas air media inkubasi (penetasan) dan perlakuan
kejutan panas. Kualitas telur dan kualitas air media inkubasi
sangat menentukan keberhasilan proses penetasan telur.
Kualitas telur yang baik dan didukung oleh kualitas air
media yang memadai dapat membantu kelancaran
pembelahan sel dan perkembangan telur untuk mencapai
tahap akhir terbentuknya embrio ikan. Yatim (1990) dan
Effendie (1997) menyatakan, salah satu faktor kualitas air
yang penting dalam memengaruhi pembelahan sel
(penetasan telur) adalah suhu air medium.
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Tipe telur ikan mas yang bersifat melekat (adhesif)
kemungkinan besar sebagai satu faktor kualitas telur yang
menyebabkan rendahnya derajad penetasan pada telur ikan
mas. Sifat telur ikan mas yang melekat, membutuhkan
tempat pelekatan atau substrat yang baik. Telur ikan mas
yang bersifat adhesifyaitu melekat pada substrat atau antara
telur yang satu dengan telur yang lain, sering mengakibatkan
telur-telur tersebut tidak dapat menetas karena difusi
oksigen menjadi berkurang (Sumantadinata, 1991).
Kekurangan oksigen merupakan salah satu penyebab
adanya kematian pada telur atau embrio yang sedang
berkembang (Woynarovich dan Horvath, 1980). Sifat
adhesif telur ikan mas disebabkan oleh adanya lapisan
gluco-protein (Woynarovich dan Horvath, 1980) atau
globuline (Hardjamulia, 1979) pada permukaan telur.
Blaxter (1969) menyatakan, perbedaan substrat sebagai
inkubasi dapat berpengaruh terhadap perkembangan
pertama dan fisiologis keturunan.

Rendahnya derajat penetasan ikan mas poliploid juga
diakibatkan oleh pengaruh perlakuan kejutan suhu panas
yang diberikan pada telur dalam proses poliploidisasi.
Tave (1993) mengemukakan, mortalitas yang terjadi
kemungkinan disebabkan oleh beberapa macam efek
merugikan dari perlakuan kejutan pada sitoplasma telur.
Perlakuan kejutan suhu dapat mengakibatkan kerusakan
pada benang-benang spindel yang terbentuk saat proses
pembelahan sel dalam telur. Kejutan suhu dan tekanan
mengakibatkan rusaknya mikrotubulus yang membentuk
spindel selama pembelahan (Dustin, 1977 dalam Gervai et
al., 1980).

Suhu media inkubasi yang terlalu tinggi dapat
mengganggu aktivitas enzim penetasan pada telur dan
mengakibatkan pengerasan pada chorion, sehingga
menghambat proses penetasan pada telur dan dapat
mengakibatkan terjadinya keabnormalitasan (cacat) pada
larva ikan yang dihasilkan. Rieder dan Bajer (1978) dalam
Bidwell et al. (1985) mengemukakan, larva cacat dapat
disebabkan oleh lapisan terluar dari telur (chorion) yang
mengalami pengerasan, sehingga embrio akan sulit untuk
keluar. Setelah chorion dapat dipecahkan, maka embrio
akan lahir dengan keadaan tubuh yang cacat.

Tingginya jumlah larva cacat pada ikan mas hasil
poliploidisasi kemungkinan disebabkan karena adanya
gangguan pada saat pembelahan mitosis pertama yang
mengakibatkan hilangnya beberapa kromosom dan
mereduksi penggandaan kromosom dalam siklus sel
berikutnya. Hal ini mengakibatkan terjadinya ketidak-
seimbangan jumlah kromosom di dalam tubuh dan juga
hilangnya beberapa informasi genetik dalam kromosom

yang hilang ataupun tereduksi tersebut (Alridge ef al.,
1989). Larva cacat dan kematian tinggi umumnya terjadi
pada saat telur belum menetas (embrio) dan saat pertama
kali larva ikan mencari makan dari luar (setelah kuning telur
dalam tubuhnya habis).

Derajat kelangsungan hidup ikan mas hasil
poliploidisasi yang relatif rendah bila dibandingkan dengan
ikan mas kontrol kemungkinan besar akibat rendahnya
kemampuan ikan-ikan poliploid dalam menangkap oksigen
terlarut dalam air. Kemampuan pengikatan oksigen terlarut
ikan-ikan poliploid sangat rendah bila dibandingkan dengan
ikan normal. Kelangsungan hidup ikan poliploid pada fase
larva pertama kali makan umumnya berbeda dengan
diploid, yaitu lebih rendah bila dibandingkan dengan
diploid (Thorgaard, 1992; Mair, 1993; Purdom, 1993;
Santiago et al., 1993).

Keberhasilan poliploidisasi melalui perlakuan kejutan
suhu sangat dipengaruhi oleh suhu kejutan, waktu kejutan
dan lama kejutan, seperti disampaikan oleh Don dan
Avtalion (1986) dan tergantung juga pada umur dan kualitas
(kematangan) telur (Pandian dan Varadaraj, 1990).
Triploidisasi pada ikan relatif lebih mudah untuk diproduksi
menggunakan perlakuan fisik atau kimia sesaat setelah
fertilisasi dengan menghambat pembelahan meiosis atau
peloncatan polar body 11 (Carman et al., 1991). Shepperd
dan Bromage (1996) mengatakan, induksi triploidi dapat
dilakukan menggunakan kejutan lingkungan seperti panas,
dingin, tekanan dan kimiawi selama periode kritis sesaat
setelah fertilisasi dan peloncatan polar body 11 terjadi antara
3—7 menit setelah fertilisasi pada beberapa spesies (Carman
et al., 1991). Arai dan Wilkins (1987) melaporkan bahwa
perlakuan kejutan suhu panas dalam waktu singkat efektif
untuk induksi triploidi, tetapi merugikan secara signifikan
pada kelangsungan hidupnya.

Minrong et al. (1993) menyatakan, periode dengan
sensitif tinggi untuk menghasilkan ikan tetraploid
menggunakan perlakuan kejutan panas dicapai pada waktu
menutupnya konjugasi pronuklei betina dan jantan serta
lisisnya membran nuklear yang mencapai metafase mitosis
I. Pada ikan mas, diperkirakan antara 20-40 menit setelah
fertilisasi (Komen et al., 1990).

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa perlakuan
kejutan suhu panas 40° C selama 1,5 menit memengaruhi
tingkat poliploidisasi ikan mas. Ikan mas hasil triploidisasi
memiliki derajat penetasan lebih tinggi, abnormalitas lebih
rendah, derajat kelangsungan hidup lebih rendah dan
keberhasilan induksi poliploidi lebih tinggi daripada ikan
mas hasil tetraploidisasi. Perlakuan kejutan suhu panas ini
dapat dimanfaatkan dan dikembangkan secara luas untuk
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proses poliploidisasi pada ikan mas (Cyprinus carpio Linn.)
maupun spesies ikan lain.
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