Prosiding Seminar Nasional Ikan ke 8

Performa reproduksi ikan mas (Cyprinus carpio L) jantan transgenik hormon
pertumbuhan generasi kedua

Kurdianto!, Alimuddin?, Nurly Faridah3, Odang Carman?

1 Departemen Budi daya Perairan, Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan, IPB, Bogor 16680
2 Laboratorium Genetika dan Reproduksi Organisme Akuatik, Departemen Budi daya Perairan,
Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan, IPB
3Laboratorium Genetika Ikan, Balai Besar Perikanan Budi daya Air Tawar (BBPBAT), Sukabumi,
Jawa Barat
Surel: kurdianto.genetics@hotmail.com

Abstrak

Fertilitas dan viabilitas merupakan parameter dalam evaluasi keamanan lingkungan dan penen-
tu potensi budi daya organisme transgenik. Penelitian ini dilakukan untuk mengevaluasi perfor-
ma reproduksi ikan mas jantan transgenik hormon pertumbuhan (growth hormone/GH) pada
generasi kedua (F2). Penelitian ini menggunakan rancangan acak lengkap dengan dua perlakuan
(transgenik, dan non-transgenik) dan tiga ulangan. Tiga ekor ikan mas jantan transgenik GH
(TGJ) dan tiga non-transgenik (NTJ) disilangkan dengan dua ekor betina non-transgenik (NTB),
menghasilkan 12 famili. Parameter yang diamati adalah volume semen, motilitas, durasi motili-
tas, jumlah sel sperma, derajat kelangsungan hidup embrio, derajat penetasan, kelangsungan
hidup larva hingga umur 3 hari, morfologi sperma, dan larva. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa nilai volume semen ikan TGJ dan kelangsungan hidup juvenil umur 30 hari lebih besar
dibandingkan dengan ikan NTJ (p<0,05), sedangkan nilai motilitas, durasi motilitas, jumlah sel
sperma, derajat kelangsungan hidup embrio, derajat penetasan, dan kelangsungan hidup larva
menunjukkan hasil yang sama (p>0,05). Selanjutnya, morfologi sperma TGJ dan larva baru me-
netas hasil persilangan TGJ] x NTB adalah sama dengan NT. Sebagai kesimpulan, performa re-
produksi ikan mas transgenik GH jantan tergolong baik dan tidak berbeda dengan ikan non-
transgenik.

Kata kunci: ikan mas, transgenik, induk jantan, performa reproduksi

Pendahuluan

Ikan mas merupakan salah satu spesies penting dalam budi daya air tawar du-
nia. Aplikasi teknologi transgenesis menggunakan gen hormon pertumbuhan (growth
hormone/GH) telah dilakukan untuk menghasilkan fast-growing fish. Ikan mas trans-
genik telah diproduksi menggunakan gen GH rainbow trout (Zhang et al. 1990), human
growth hormone (Zhu et al. 1989), dan Cyprinus carpio growth hormone (Hew & Fletcher
2001) dengan menghasilkan peningkatan pertumbuhan sebesar 1,1-3,7 kali (Hew &
Fletcher 2001). Di Indonesia ikan mas transgenik GH telah diproduksi oleh Faridah
(2012) menggunakan gen GH ikan nila (##GH) dan menghasilkan pertumbuhan rata-
rata 1,87 kali lebih cepat pada generasi pertama.

Performa ikan transgenik termasuk performa reproduksi sangat menentukan
potensi produksi benih oleh pembudidaya, dan potensi dominansi dalam ekosistem
apabila terlepas ke perairan umum. Beberapa riset telah melaporkan tingkat viabilitas
ikan transgenik termasuk karakteristik nafsu makan dan perilaku makan (Fu et al. 2007),
kemampuan berenang (Lee et al. 2003), karakteristik metabolisme, dan mortalitas benih
(Sudstrom et al. 2004). Studi mengenai tingkat fertilitas ikan transgenik difokuskan pada
indeks gonad ikan, waktu pertama matang gonad, volume sperma, motilitas sperma,
dan perilaku pemijahan (Fitzpatrick et al. 2011). Walaupun tingkat pertumbuhan yang
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cepat dapat meningkatkan produksi, pendapatan, mengurangi lama siklus produksi,
dan meningkatkan efisiensi penggunaan pakan; implementasi teknologi fast-growing fish
terkait isu lingkungan perlu diperhatikan (Pandian & Marian 1994).

Sebagian peneliti mengindikasikan efek Trojan gene hypotesis kemungkinan dapat
terjadi apabila ikan transgenik fertil bereproduksi dengan ikan yang ada di alam dan
berujung pada kepunahan populasi alam secara perlahan (Howard et al. 2004). Hipote-
sis tersebut memprediksi karena fertilitas ikan transgenik lebih unggul dan viabilitas
juvenil rendah, kemungkinan populasi transgenik dan alam akan punah setelah 50 ge-
nerasi (Muir & Howard 1999). Fertilitas dan viabilitas ikan transgenik merupakan kunci
utama dalam mengevaluasi keamanan ekologis ikan transgenik (Devlin & Donaldson
1992). Informasi mengenai performa reproduksi ikan transgenik, khususnya ikan mas
masih sedikit dilaporkan.

Bahan dan metode
Tkan uji

Ikan uji yang digunakan adalah ikan mas (Cyprinus carpio L) jantan transgenik
generasi kedua dengan bobot 310+£0,102 gram, jantan non-transgenik dengan bobot
650£0,102 gram yang berumur 1 tahun, dan betina non-transgenik dengan bobot
705+0,125 gram berumur 2 tahun yang berasal dari Balai Besar Pengembangan Budi
daya Air Tawar, Sukabumi, Jawa Barat. Induk jantan trangenik GH yang digunakan
merupakan individu yang memiliki nilai ekspresi gen t#/GH lebih tinggi dibandingkan
ikan transgenik lainnya. Bobot ikan mas jantan transgenik lebih rendah daripada non-
transgenik karena dipelihara pada luasan wadah dan kepadatan yang berbeda. Ikan
transgenik dipelihara di bak khusus, sedangkan ikan non-transgenik dipelihara di ko-
lam tanah. Ikan tersebut diberi pakan komersial dengan kadar protein 36%.

Perangsangan ovulasi dan koleksi gamet

Perangsangan ovulasi pada induk betina dilakukan melalui penyuntikan ova-
prim dengan dosis 0,5 ml/kg bobot secara intramuskular (bagian punggung), sedang-
kan induk jantan disuntik Ovaprim dengan dosis 0,2 ml/kg. Perangsangan ovulasi
dilakukan untuk memastikan ikan mengalami ovulasi pada waktu yang diinginkan.
Stripping untuk mendapatkan sel telur dilakukan 8-10 jam setelah penyuntikan dan
induk sudah mulai memijah secara alami. Telur yang telah diambil dimasukkan ke
dalam mangkok plastik yang steril dan diberi 500 pL larutan fisiologis (NaCl 0,9%) agar
telur tidak menempel pada bagian samping wadah. Koleksi sperma dilakukan dengan
stripping dan dimasukkan dalam cawan petri hingga sperma tidak keluar lagi.

Karakterisasi sperma

Induk jantan ditimbang menggunakan timbangan digital sebelum dan setelah
stripping sperma. Cairan sperma dikeluarkan hingga tidak keluar lagi saat proses strip-
ping, kemudin volume cairan sperma diukur menggunakan syringe 10 ml. Penentuan
skor motilitas sperma dilakukan menggunakan mikroskop pada perbesaran 100x meng-
acu pada penelitian Guest et al. (1986). Cairan sperma diteteskan pada gelas objek seba-
nyak 1 pL dan di samping cairan sperma tersebut diteteskan juga akuades. Setelah sel
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sperma terlihat pada bidang pandang dan sperma tidak dalam kondisi motil, akuades
dicampurkan menggunakan tusuk gigi. Pengamatan motilitas dilakukan pada setiap
sampel sperma ikan jantan dengan 3 kali pengukuran pada setiap sampel. Durasi mo-
tilitas sperma diamati bersamaan dengan penentuan skor motilitas sperma. Pengamat-
an lama motilitas sperma dilakukan dengan mencatat waktu sperma bergerak hingga
100% sperma tidak bergerak lagi. Penghitungan jumlah sel sperma dilakukan menggu-
nakan hemositometer dan mikroskop dengan perbesaran 100x (obyektif 10x). Cairan
semen diencerkan 1000 kali menggunakan larutan fisiologis (cairan infus NaCl 0,9%),
kemudian diambil 1 pL dan diteteskan pada hemositometer untuk dihitung jumlah sel
spermanya.

Pengamatan sperma dan larva

Pengamatan morfologi sperma dilakukan dengan cara melakukan pengamatan
terhadap bentuk kepala, ekor, dan abnormalitas pada preparat sperma. Untuk memper-
mudah proses pengukuran, dilakukan pemotretan terhadap preparat sperma di bawah
mikroskop dengan perbesaran 400x. Pengamatan morfologi larva dilakukan dengan
menggunakan mikroskop stereo (Olympus SZX16 yang dilengkapi dengan kamera
Olympus DP 20) dengan perbesaran 2,5 kali. Hasil pengamatan didokumentasikan
menggunakan kamera yang terhubung langsung dengan komputer. Pengamatan dila-
kukan pada suhu ruang 25-26°C.

Penetasan telur dan pemeliharaan larva

Sebanyak 500 pL semen yang telah diencerkan dicampur dengan 2 sudip telur
ikan mas, kemudian diinkubasi dalam akuarium berukuran 80 x 60 x 40 cm? yang telah
berisi air dan diberi methylene blue. Akuarium dilengkapi dengan aerasi berintensitas se-
dang dan suhu inkubasi telur berkisar antara 24-26°C. Larva yang telah menetas dipeli-
hara di akuarium berukuran 80 x 60 x 40 cm?® pada suhu 24-26°C dengan kepadatan 3
ekor/liter. Setelah kuning telur habis, presentase larva yang hidup dihitung. Pemeliha-
raan larva dilakukan dengan pemberian pakan alami berupa nauplius Artemia secara ad
libitum yang dimulai pada hari ke-4 (setelah kuning telur habis) hingga hari ke-10. Lar-
va diberi pakan cacing Tubifex mulai hari ke-10 sampai hari ke-20, setelah larva beru-
mur 20 hari ikan diberi pakan Fenglii-1 dengan frekuensi tiga kali sehari. Larva dipe-
lihara hingga berumur 30 hari dan dihitung kelangsungan hidupnya pada hari ke-30.
Air diganti sebanyak 50% setiap dua hari sekali untuk mempertahan kualitas air tetap
baik.

Parameter uji dan analisis data

Parameter yang diamati meliputi volume sperma, motilitas sperma, durasi moti-
litas sperma, jumlah sel sperma, derajat fertilisasi (DF), derajat penetasan (DP), kelang-
sungan hidup larva (KH), dan morfologi sperma dan larva. Data disajikan dalam ben-
tuk tabel dan grafik dan dianalisis secara statistik menggunakan independent samples t-
test pada SPSS 16.0 dengan selang kepercayaan 95% .
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Hasil
Kuantitas dan kualitas sperma

Kuantitas dan kualitas sperma ikan mas transgenik dan non-transgenik disaji-
kan pada Tabel 1. Volume semen ikan jantan transgenik lebih tinggi (p<0,05) diban-
dingkan dengan ikan non-transgenik, sedangkan nilai motilitas sperma, durasi motili-
tas, dan jumlah sperma ikan transgenik sama dengan ikan non-transgenik (p>0,05).
Hasil penelitian menunjukkan bahwa derajat fertilisasi, derajat penetasan, dan kelang-
sungan hidup larva ikan transgenik dan non-transgenik setelah kuning telur habis ada-
lah sama (Tabel 1; p>0,05). Namun demikian, nilai kelangsungan hidup juvenil ketu-
runan ikan transgenik pada umur 30 hari lebih besar dibandingkan dengan ikan non-
transgenik (p<0,05).

Morfologi sperma dan larva

Berdasarkan hasil pengamatan morfologi pada 10 sampel sperma ikan transge-
nik dan non-transgenik pada pembesaran 400x menggunakan mikroskop okuler tidak
terlihat adanya perbedaan morfologi ataupun kecacatan pada sperma yang diamati
(Gambar 1). Sperma ikan mas terdiri atas bagian kepala dan bagian ekor. Kepala sper-
ma ikan mas berbentuk bulat. Panjang ekor sperma ikan transgenik (26,154 + 0,628 pm)
sama dengan ikan non-transgenik (26,155 + 0,771 pm). Diameter kepala sperma ikan
transgenik (1,949 + 0,036 pm) juga sama dengan ikan non-transgenik (1,974 £ 0,036 pm).

Larva menetas sekitar 46 jam setelah proses fertilisasi. Pengamatan secara visual
menggunakan mikroskop menunjukkan bahwa morfologi larva ikan transgenik dan
non-transgenik yang diamati sesaat setelah penetasan adalah sama (Gambar 2). Panjang
total rata-rata (n=5 ekor) larva ikan transgenik (17,69 + 0,646 mm) relatif sama dengan
larva non-transgenik (17,57 + 0,656 mm).

Tabel 1. Nilai volume sperma, motilitas sperma, durasi motilitas, jumlah sel sperma, de-
rajat fertilitas, derajat penetasan dan kelangsungan hidup larva ikan transgenik
dan non-transgenik

Ikan Uji
Parameter - -
Transgenik Non-transgenik

Volume semen (ml/kg) 21,21 £ 2,952 6,43 +1,31b
Motilitas sperma (%) 96,83 + 0,472 95,67 +£1,032
Durasi motilitas (menit) 2,81 +0,22a 2,78 £0,39a
Jumlah sel sperma( x 10° sel/ ml) 10,97 £ 1,352 9,7+1,174
Derajat fertilitas (%) 46,72 + 7,682 59,17+ 8,582
Derajat penetasan (%) 94,41 £ 0,672 95,09+ 0,412
Kelangsungan hidup larva setelah kuning telur habis (%) 98,22 + 0,772 97,44 + 0,692
Kelangsungan hidup juvenil hari ke-30 (%) 76,72 £ 6,374 48,98 +10,24b
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Gambear 1. Sperma ikan mas transgenik generasi kedua (A), dan non-transgenik (B) pa-
da pembesaran 400x yang terdiri atas bagian kepala ( ﬁlan ekor ( {:]

Gambar 2. Morfologi larva ikan mas transgenik sesaat setelah penetasan (A) dan non-
transgenik (B) pada pembesaran 2,5 kali dengan mikroskop stereo.

Pembahasan

Volume semen, dan total sel sperma ((23,2+1,35) x 100 sel/kg) induk ikan trans-
genik lebih tinggi (p<0,05) dibandingkan dengan ikan non-transgenik (Tabel 1). Dengan
demikian, ekspresi gen tiGH pada ikan mas transgenik meningkatkan proses pemben-
tukan sel sperma. Mekanismenya diduga melalui induksi sekresi follicle stimulating
hormone (FSH) dan luteinizing hormone (LH) yang mengatur proses spermatogenesis. Hal
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ini telah dilaporkan oleh Chandrashekar et al. (1999) bahwa GH memengaruhi sekresi
FSH dan LH. Sekresi hormon LH juga dilaporkan lebih tinggi pada tikus transgenik
(Bartke et al. 1996).

LeGac et al. (1996) melaporkan bahwa ditemukan ekspresi mRNA dan reseptor
IGF-1 pada sel sertoli ikan rainbow trout, dan testis ikan nila (Berishvili et al. 2006). IGF-1
juga memiliki peran dam proses proliferasi dan diferensiasi spermatogonia (Vinas &
Piferrer 2008), menstimulasi sintesis DNA pada spermatogonia (LeGac et al. 1996), dan
menginduksi aksi hormon 11-ketotestosteron pada proses spermatogenesis Japanese eel
(Anguilla japonica) (Nader et al. 1999).

Jumlah sel sperma per satuan bobot ikan transgenik jantan (23,2+13,5) x 1010 sel/
kg adalah lebih tinggi daripada ikan mas non-transgenik (6,28+1,17) x 10% sel/kg. Ali-
niya et al. (2013) melaporkan jumlah sel sperma ikan mas per ml semen adalah 17,6-24,6
(x 10° sel/ml) pada ikan mas berumur 2-3 tahun. Perbedaan hasil penelitian ini dengan
nilai pada literatur akibat adanya perbedaan umur ikan yang digunakan. Pada peneliti-
an ini, ikan mas transgenik dipelihara di bak resirkulasi indoor yang berukuran 4 x 2 x 1
m? dengan padat tebar 21 ekor/m?, sedangkan ikan mas non-transgenik dipelihara di
hapa outdoor yang berukuran 6 x 6 x 2 m? dengan padat tebar 2 ekor/m?, diberi pakan
dengan kadar protein yang sama (kadar protein 36%). Perbedaan kondisi lingkungan
tersebut diduga memengaruhi proses spermatogenesis dan jumlah sel sperma. Selanjut-
nya, jumlah total sperma ikan transgenik yang lebih tinggi diduga akan meningkatkan
keberhasilan pembuahan telur khusus dalam pemijahan ikan secara alami. Prediksi
tersebut sejalan dengan pernyataan Dadras et al. (2011) untuk ikan Persian sturgeon
(Acipenser persicus), dan hal ini perlu dibuktikan pada penelitian selanjutnya.

Derajat motilitas sperma ikan transgenik memiliki nilai yang sama (p>0,05) de-
ngan ikan non-transgenik, yakni skor 4-5. Nilai tersebut termasuk dalam kategori kua-
litas sperma yang baik (Guest et al. 1976). Skor 4-5 artinya banyak sperma bergerak sa-
ngat cepat dengan pergerakan ekor cepat. Billard (1978) menambahkan bahwa motilitas
sperma dapat dijadikan acuan dalam melihat kualitas dan kemampuan fertilisasi sper-
ma. Pada penelitian ini kualitas sperma yang sama antara ikan mas transgenik dan non-
transgenik ditunjukkan juga oleh morfologi dan durasi motilitas (Tabel 1) serta derajat
pembuahan yang sama (p>0,05). Selanjutnya derajat penetasan telur yang sama menun-
jukkan kualitas telur yang digunakan adalah sama, baik yang dibuahi oleh sperma ikan
transgenik maupun ikan non-transgenik. Oleh karena itu, dapat dikatakan bahwa eks-
presi GH pada ikan mas tidak memengaruhi kualitas sperma.

Durasi motilitas sperma ikan transgenik memiliki nilai yang sama (p>0,05) de-
ngan ikan non-transgenik, yakni sekitar 2-3 menit. Hal ini sesuai dengan pernyataan
Ginzburg (1968), bahwa durasi motilitas pada ikan yang memijah di air tawar tidak
lebih dari 2-3 menit. Durasi motilitas ikan mas telah dilaporkan sebelumnya oleh Elster
& Mann (1952) selama 120 detik pada suhu 20-21°C, 3 menit (Suzuki 1959), dan 90-180
detik (Musselius 1951) pada suhu 18-21°C. Motilitas dan durasi motilitas sperma dipe-
ngaruhi oleh konsentrasi ion (K*, Na*, Ca2*, Mg?*), tekanan osmotik, pH, suhu, dan
tingkat pengenceran (Cosson et al. 2000).

Pada jumlah sampel yang diamati, tidak ditemukan larva yang abnormal sesaat
setelah proses penetasan pada ikan transgenik dan non-transgenik. Selanjutnya, kelang-

114



Prosiding Seminar Nasional Ikan ke 8

sungan hidup larva setelah kuning telur habis pada ikan transgenik dan non-transgenik
adalah sama (p>0,05), sedangkan kelangsungan hidup juvenil ikan transgenik pada
umur 30 hari lebih tinggi dibandingkan dengan ikan non-transgenik (p<0,05). Kelang-
sungan hidup yang lebih tinggi pada ikan transgenik diduga akibat sistem imun dan
ketahanan tubuh yang lebih baik dibandingkan dengan ikan non-transgenik. Hal ini
sesuai dengan pernyataan Takashima (2007), bahwa GH dapat meningkatkan fungsi
sistem imun termasuk sistem imun non-spesifik, aktivitas sitotoksik, fagositik, haemo-
litik, dan lisozim. Ling et al. (2009) menambahkan bahwa ikan mas transgenik GH F4
memiliki level infeksi yang lebih kecil saat diuji tantang dengan Ichthyopthirius multifilis
dibandingkan ikan kontrol. Pada penelitian ini benih ikan mas transgenik dan non-
transgenik dipelihara pada kondisi yang sama, tidak diuji tantang dengan penyakit.
Namun demikian, selama pemeliharaan berlangsung terdapat serangan penyakit pada
ikan uji dengan gejala berupa geripis pada ekor, sebagian tubuh memutih, dan terjadi
hemoragi pada bagian tubuh ikan uji. Dengan demikian, kelangsungan hidup juvenil
ikan mas transgenik yang lebih tinggi diduga terkait dengan over-ekspresi ti{GH yang
menginduksi sistem pertahanan tubuh non-spesifik. Selain itu, daya tahan tubuh dan
kelangsungan hidup yang tinggi sangat berguna dalam akuakultur.

Trojan gene hypothesis yang dicetuskan oleh Muir & Howard (1999) mengasumsi-
kan bahwa ikan transgenik GH akan memiliki ukuran yang jauh berbeda dengan ikan
kontrol sehingga mendominasi proses perkawinan di alam. Pada penelitian ini pemijah-
an dilakukan secara buatan, sehingga pada penelitian selanjutnya perlu memijahkan
ikan mas transgenik secara alami. Selain itu Muir & Howard (1999) memprediksi bahwa
akibat fertilitas ikan transgenik lebih unggul dan viabilitas juvenil rendah, kemungkin-
an populasi ikan transgenik dan populasi alam akan punah setelah 50 generasi. Hasil
penelitian yang dilakukan menunjukkan nilai fertilitas ikan mas transgenik adalah sa-
ma dengan ikan non-transgenik, tetapi kelangsungan hidup juvenil ikan transgenik
lebih tinggi pada keturunan ikan transgenik (p<0,05). Hasil serupa dengan yang dila-
porkan oleh Lian et al. (2013) bahwa ikan mas trangenik grass carp growth hormone (afgh)
tidak berpotensi mendominasi populasi alami ikan mas di alam setelah pengujian ter-
batas dilakukan. Hal ini dapat terjadi akibat adanya penurunan kemampuan berenang
pada ikan mas transgenik GH (Liang et al. 2007). Dengan demikian terdapat perbedaan
karakter antar ikan transgenik, sehingga pengujian lebih lanjut terkait teori Trojan perlu
dilakukan di lapangan terbatas. Selanjutnya, teknik pemijahan buatan, dan triploidisasi
untuk menghasilkan ikan mas triploid steril telah berhasil dikembangkan. Budi daya
benih ikan mas transgenik dan triploid pada sistem budi daya tertutup dapat dilakukan
untuk minimalisasi potensi transmisi transgen ke populasi alami.

Simpulan

Ikan mas jantan transgenik GH generasi kedua memiliki volume semen dan ke-
langsungan hidup juvenil pada umur 30 hari yang lebih tinggi dibandingkan dengan
ikan non-transgenik. Parameter penelitian lain menunjukkan hasil yang sama dengan
ikan non-transgenik dan tergolong dalam kategori baik.
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