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ABSTRACT

A study was conducted to induced triploidy in fertilized egg of sheatfish
larvae , (Kryptopterus lympok) using heat shock. The eggs were exposed at 40°C
for shock duration of 1,3 ,5 and 0 minutes as a diploid control. Results showed
that the 5 minutes shock duration was the highest triploid induction and yield
(91.7 and 62.9%). Erythrocyte analysis showed that the volume of triploid fish
group was bigger that that of diploid one. The fertilization, hatching and survival
rate was lower in triploid groups, while SGR was higher compared to diploid fish.
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PENDAHULUAN

Triploidi merupakan salah
satu program pemuliaan ikan melalui
manipulasi kromosom. Tujuannya
adalah untuk menghasilkkan
sebagian atau sepenuhnya ikan steril
yaitu ikan yang memiliki tiga set
kromosom. (Thorgaard and Allen,
1987). Perkembangan gonad ikan
dapat menghambat atau menjadi
saingan dari pertumbuhan somatik
karena sebagian dari nutrien atau
energi dipakai untuk pematangan
kelamin (Purdom, 1976, Utter et al.
1983; Pandian and Koteeswaran,
1998). Karena itu sterilisasi pada
ikan dapat mengatasi pengaruh dari
pematangan gonad dan dialihkan
untuk pertumbuhan ikan. Sterilasi
pada ikan dapat dilakukan dengan
dua cara yaitu dengan rangsangan

hormon dari luar (Hunter dan
Donaldson, 1983) atau dapat juga
dilakukan dengan induksi triploidi
(Thorgaard, 1983, Hussain et al.
1991, Hussain, 1996; Rottmann,
1991). Pemakaian hormon seringkali
mendapat penolakan dari konsumen,
maka dengan cara induksi triploid
mendapat perhatian yang luas dan
menjanjikan untuk memperoleh ikan
seteril Sterilisasi pada ikan dapat
terjadi  karena gagalnya kromosom
homolog untuk berpisah total pada
saat pemisahan miotik pertama (fisrt
meiotic division). Selanjutnya
dengan menghambat pemisahan pada
meiotic kedua dari sel telur (setelah
sperma masuk ke dalam telur) ikan
triploid dapat diproduksi. Dengan
demikian dua set kromosom berasal
dari induk betina dan 1 set
kromoson berasal dari jantan (2n
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telur + In sperma = 3n Triploid).
(Rottmann, 1991). Prosedur ini
biasanya dapat dilakukan melalui
metode kimia, termal atau mekanis.
Sekalipun kejutan tekanan
menghasilkan angka kelulushidupan
atau angka keberhasilan triploidisasi
yang tinggi, kejutan suhu lebih
disukai untuk memperoleh 100%
ikan  triploid terutama  untuk
perlakukan telur dalam jumlah
banyak, dimana kejutan tekanan
cukup mahal. (Thorgaard, 1986;
Thorgaard and Allen, 1987; Ihsen et
al. 1990; Malison et al. 1993).
Sedangkan metode kimia lebih
banyak untuk skala laboratorium.

Ikan triploid secara komersil
diproduksi dengan memberikan
kejutan suhu (termal) setelah air
ditambahkan ke dalam telur dan
sperma jantan dicampurkan. Waktu
yang tepat dari pemisahan meiotik
kedua adalah merupakan indikasi
dari beragamnya perlakuan yang
dapat dilakukan untuk menginduksi
triploid pada ikan, bergantung jenis
ikan dan suhu air. (Rottmann, 1991;
Fast, 1998). Penggunaan kejutan
suhu merupakan cara yang termudah
dan termurah dalam induksi triploid
pada ikan, sehingga  banyak
dilakukan oleh petani ikan. Suhu
panas atau suhu dingin dapat
dilakukan tergantung pada jenis ikan
dan kesukaan dan pembudidaya
(Chourrout, 1982; Fast, 1998;
Benfey, 1999).

Ikan selais (Cryptopterus
lympok) dari famili  Siluriidae,
merupakan ikan asli dan bernilai
ekonomis tinggi di peraian Riau
(Sungai Kampar, Siak atau Rokan).

Ikan ini dapat mencapai matang
gonad setelah berumur 8 bulan
dengan berat rata-rata 50-70 gram
(Alawi, 2008). Produksi ikan selais
yang semakin menurun di alam
menyebabkan jenis ikan ini di
beberapa kawasan menjadi langka.
Diperkirakan penurunan produksi
ikan selais per tahun mencapai 5-10
%. Di sisi lain usaha budidaya ikan
selais masih belum mencapai usaha
komersial, karena  keterbatasan
benih. Laboratorium Pembenih Ikan
Fakultas  Perikanan dan Ilmu
Kelautan Universitas Riau telah
berhasil memijahkan dan
membenihkan ikan selais dengan
teknologi Kawin suntik (Alawi
2008). Keberhasilan ini sebagai dasar
untuk melakukan penelitian tentang
kemungkinan  induksi triploid.
Kejutan suhu panas dicobakan untuk
menginduksi triploid ikan selais.
Karena intensitas dan lama kejutan
yang dilakukan pada telur tergantung
pada jenis ikan yang dikultur
(Thorgaard and Allen, 1987; Pandian
and Koteeswaran, 1998), maka
tujuan dari penelitian ini adalah
untuk mengetahui lama kejutan yang
diberikan pada telur ikan selais
setelah tiga menit pembuahan.

METODE PENELITIAN
Induk ikan dan penangan seperma
dan terlur

Penelitian ini dilakukan di
Laboratorium  Pembenihan  dan
Pemuliaan ikan (PPI) Jurusan
Budidaya Perairan Fakultas
Perikanan Dan Ilmu Kelautan
Universitas  Riau. Induk ikan
diperoleh dari Kolam pemeliharaan
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Ikan Universitas Islam Riau. Induk
ikan dipilih dalam keadaan sehat,
tidak cacat dan telah matang gonad.
Untuk memperoleh telur dan sperma
induk ikan betina disuntik dengan
OVAPRIM 0,9 ml/kg berat induk
dan induk jantan 0.45 ml/kg. Induk
betina disuntik dua kali dengan jarak
antara suntikan 6 jam, sedangkan
induk jantan hanya disuntik sekali
bersamaan dengan suntikan kedua
induk betina. Ovulasi betina terjadi
setelah 6 jam penyuntikan kedua dan
telur dikumpulkan melalui striping
(pengurutan). Sperma tidak dapat
distriping, jadi untuk mendapatkan
sperma jantan, testes dikeluarkan
dari induk jantan matang dan
dihancurkan dalam larutan garam
0,85%. Telur dan sperma dicampur
rata menggunakan bulu ayam untuk

Disuntik 0.45 ml/kg O Induk Jantan

memastikan fertilisasi dan sedikit
larutan fertilisasi untuk mengaktifkan
spermatozoa. Metode pemijahan ini
sudah dikembangkan oleh Lab.
Pembenihan dan Pemuliaan Ikan
Jurusan Budiday Perairan Faperika
Unri.

Aplikasi Kejutan Panas

Kejutan panas pada suhu
40°C  terhadap telur dilakukan
dalam sebuah Water bath suhu
terkontrol. Tiga menit setelah
pembuahan, telur ( k.I 200 butir)
dimasukkan dalam saringan teh
kemudian direndam dalam water
bath. Perlakuan yang diberikan pada
telur adalah lama kejutan, yaitu 0
menit (sebagai kontrol), 1 menit, 3
menit dan 5 menit. Skema perlakuan
triploid seperti pada Gambar berikut

Ikan Betina

disuntik 0.9 ml/kg Ovaprim

Sperma diencerkan
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Gambar 1 Prosedur Induksi Triploid ikan Selais
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Parameter yang diukur

Pengaruh lama kejutan suhu
panas untuk  induksi triploid
dievaluasi melalui 3 faktor yaitu: 1.
Angka keberhasilan induksi triploid,
2. Angka Penetasan dan 3. Angka
kelulushidupan larva sampai tahap
penyerapan kuning telur (yolk sac
absorption) dan 30 hari
pemeliharaan. Penentuan
keberhasilan induksi triploid
dievaluasi berdasarkan pengukuran
sel darah merah (diameter panjang,
pendek, luas dan volume sel) saat
ikan berumur 40 hari. Hasil studi
memperlihatkan bahwa sel darah
merah (luas atau volume) ikan
triploid lebih besar dari sel darah
merah diploid. Tingkat induksi
triploid dihitung berdasarkan volume
sel darah merah 1.5 kali dari sel
darah diploid dari 12 ekor ikan yang
disampel (Uzunova, 2002).

Tingkat induksi  Triploid
dihitung dari perbandingan antara
jumlah volume sel darah merah yang
memiliki rasio 1.5 kali atau lebih dari
jumlah sampel ikan. Hasil triploid
dihitung  perbandingan  tingkat
induksi  triploid dengan angka
penetasan perlakuan relatif terhadap
angka penetasan ikan normal
(Diploid).  Angka  pembuahaan,
penetasan dan kelulushidupan dan
pertumbhan spesifik (Spesific growth
rate) larva dari masing-masing
perlakuan disajikan dalam persentase
dan dibandingkan dengan perlakauan
kontrol. ~ Angka pembuahan (%)
dihitung dari perbandingan jumlah
telur terbuahi dengan jumlah telur
yang diinkubasi. Angka penetasan
(%) dihitung dari perbandingan

jumlah telur yang menetas pada
umur larva 2 hari dengan jumlah
telur terbuabhi. Angka
Kelulushidupan dihitung dari
perbandingan dari jumlah larva yang
hidup pada umur 5 hari dan 30 hari
dengan jumlah telur menetas. Angka
Pertumbuhan spesifik (% berat/hari)
dihitung degan rumus sebagai
berikut:

In Wt —In Wo
SGR = -----mmmomemnee- x 100%
(%BW/hari)t

Keterangan:

SGR : Specific  Growth
Rate/pertumbuha
n berat spesifik
(% BW/hari)

Wt : berat tubuh rata-
rata ikan pada
akhir
pemeliharaan
(gram)

Wo berat tubuh rata-
rata ikan pada
awal
pemeliharaan
(gram)t: lama
pemeliharaan
(hari)

BW Body
Weigth/berat
tubuh (gram)

Penghitungan induksi triploid dan
hasil triploild menggunakan rumus
berikut (Mukti et al. 2001)

jumlah ikan sampel
IP= x 100%
jumlah ikan poliploidi
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I P : Induksi Ploidisasi

induksi ploidi x RHR

HP=
100

H P : Hasil Ploidisasi

RHR : Laju Penetasan Relatif

Pengukuran Sel darah merah

Studi perbandingan berbagai
parameter eritrosit dan nukleus nya
dari ikan normal dan triploid
dilakukan untuk mengamati
keberhasilan induksi triploid (Gheyas
et al. 2001). Untuk mendapatkan
sampel darah yang cukup, larva ikan
selais dipelihara selama 2 bulan.
Sampel darah dikumpulkan dari 12
ekor benih ikan diploid dan 12 ekor
ikan triploid. Darah dioleskan di atas
objek glass dan kemudian difiksasi
selama 2 menit dengan metanol
absolut. Ulasan selanjutnya diwarnai
(stain) dengan Wright’s Blood Stain
selama 15 menit, dicuci dengan air
suling,  dikering-udarakan,  dan
terakhir dibercakkan dengan larutan
ginza. Preparat darah ini diamati di
bawah mikroskop dengan
pembesaran 1000x dilengkapi
dengan mikrometer oculer. Diameter
panjang sel (CLD =cell long
diameter, a); dan diameter lebar sel
(CSD = cell short diameter, b)
diukur untuk 20 sel darah dari
masing-masing ikan. Luas dan
volume sel dihitung dengan
menggunakan rumus Krasznai et al.
1984).

a.b.rt Luas Sel darah (S) = ----—----
- Volume (V) = 43 =
(a/2)(b/2)?

4
Dimana :
a = rata-rata diameter sel panjang;
b = diameter sel lebar

Analisa Statistik

Analisa statistik  terhadap
parameter  derajad  pembuahan,
penetasan, kelulushidupan,
pertumbuhan dan tingkat triploidi
menggunakan Analisa Sidik Ragam.
Hasil dari pengukuran dibandingkan
menggunakan  Uji  Keragaman
Variasi sebelum ANOVA dan
kemudian dilanjutkan dengan uji
lanjut Tukeys. Analisis statistik ini
dilakukan dengan menggunakan
program statistik MINITAB versi-15

HASIL DAN PEMBAHASAN
Tabel 1 dan gambar 2 dan 3
memperlihatkan hasil dari induksi
triploid ikan selais pada suhu panas
40°C dengan lama kejutan 1, 3 dan 5
menit. Tingkat induksi tripoloid dan
hasil triploid yang tertinggi diperoleh
pada perlakukan lama kejutan panas
5 menit yaitu sebesar 91.7 dan 62.9%
, sedangkan pada perlakuan lama
kejutan panas 3 dan 1 menit masing-
masing sebesar 83.3 dan 41.7%
untuk tingkat induksi triploid dan
60.2 dan 35.2% untuk hasil triploid.
Pada perlakuan tanpa kejutan
menghasilkan ikan diploid 100%.
Hasil analisis statistik menunjukkan
bahwa kejutan suhu 40°C dengan
lama kejutan 5 menit atau 3 menit
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adalah lama kejutan yang efisien

untuk menginduksi triploid pada ikan

selais.
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Tabel 1. Pengaruh lama kejutan suhu panas terhadap beberapa parameter induksi triploid
ikan selais. Waktu mulai kejutan untuk masing-masing perlakuan adalah 3 menit
sesudah pembuahan.

Parameter Lama Kejutan Panas (menit)

0 (kontrol 2N) 1 (3N) 3 3N) 5(3N)
Angka 75.18+3.28 * 60,39+ 2.61° 52.59+1,61¢ 49.08+1.63°
Pembuahan %
Angka 82.44+2.71° 69.62+1.11° 59,60+1.76° 56.63+2.27°
Penetasan %
Persentase 0.5+0.42 123+£2.6 349 +£2.96 45.1+3.02
Cacat %
Kelulushidupan 98.72+0.38" 83,81+2.11° 64,84+11,83° 55,81+3,41°
4 hari (Kuning
telor habis ) %
Kululushidupan 92.45+2,68" 78,79+3,70° 64.63+3.39¢ 52,56+4.19"
30 hari %
SGR 14.28 +0.09° 14.41£0.03°  14.95+0.02° 15.34% 0.02¢
(%oBerat/hari)
Tingkat Induksi 0.0 £ 0.0 41.7 83.3 91.7
Triploid %
Hasil Triploid 0.0 £0.0 35.2 60.22 62.9
%

Angka pembuahan, penetesan
dan kelulushidupan  ikan selais
diploid (kontrol) masing-masing
sebesar 75.18, 82.44 dan 98.72%
lebih tinggi dari ikan triploid. Namun
sesama ikan triploid, perlakuan lama
kejutan 1 menit menghasilkan angka
lebih tinggi dari perlakuan 3 dan 5
menit. Nilai SGR (pertumbuhan
spesifik) ikan triploid lebih tinggi
dari ikan normal (diploid). Perlakuan
lama kejutan 5 menit memiliki angka

pertumbuhan yang tertinggi yaitu
15.34 %/hari. Semakin lama kejutan
suhu panas diberikan semkain rendah
angka pembuhan, penetesan dan
kelulushidupannya. Namun
sebaliknya semakin tinggi
pertumbuhan, tingkat induksi dan
hasil triploidnya. Perbandingan
data tentang diameter panjang dan
lebar, luas dan vulume sel darah
merah (eritrosit) tercantum pada
tabel 2. Dengan meningkatkannya
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jumlah kromosom pada ikan triploid
secara signifikan meningkatkan luas
dan volume sel darah merahnya (P<
0.05) dari ikan diploid. Ratio dari
semua parameter sel darah merah
kelompok ikan triploid terhadap ikan
diploid adalah lebih besar dan ini
menunjukkan bahwa ikan triploid

Tabel 2. Perbandingan sel darah merah ikan

memiliki sel darah merah (SDM)
lebih besar dari ikan diploid. Hal ini
dapat dilihat dari sebaran frekuensi
rata-rata volume sel darah merah
kelompok ikan triploid jauh berada
di atas ikan diploid terutama pada
perlakuan lama kejutan 5 menit.
(gambar 4)

selais normal (2N) dengan triploid (3N)

uran an alam mikrometer m), 1uas dalam pm an volume
(Uk CLD dan CSD dal ik (um), luas dalam pm® d 1

dalam pm’) dan ratio triploid/diploid

Parame  Normal Triploid Ratio Triploid / diploid
ter Diploid 1 menit 3 menit 5 menit 1 menit 3 menit 5 menit
CLD (a) 19.2+1.05 22.3+1.7 23.9+1.2 26.13+1.2 1.16+0.09 1.24+0.06 1.36+0.08
CSD 12.5+0.60 14.2+1.4 15.4+1.2 16.4+1.2 1.14+0.11 1.24+0.10 1.31+0.11
(b),

204.3£16.2 269.3+43.3 310.8+£31.1 361.5+£38.7 1.33£0.20 1.534+0.16 1.78+0.20
Luas (S)

1710.6+207.7  2579.74662.6  3219.3+556.0  3969.2+720  1.53+0.37 1.91+0.34 2.36+0.45
Volume 5
V)

PEMBAHASAN batrachus). Walaupun peningkatan

Perlakuan kejutan suhu panas
40°C telah berhasil menginduksi
triploid pada ikan selais
(Cryptopterus ~ lympok)  dengan
tingkat induksi triplopid mencapai
41.7 sampai 91.7% dengan lama
kejutan 1 sampai 5 menit. Hasil ini
menunjukkan  bahwa  perlakuan
kejutan  suhu  panas  mampu
mencegah terjadinya pelepasan polar
body II tanpa mengakibatkan
kematian total pada zigot, akan tetapi
menimbulkan larva cacat semakin
tinggi dengan semakin lamanya
kujutan diberikan. Hasil ini sejalan
dengan hasil yang ditemukan oleh
Gheyas et al, (2001) pada ikan
Stinging cat fish (Heteropneustus
fossilis) atau oleh Sukarti et al
(2006) pada ikan lele (Clarias

lama kejutan akan meningkatkan
angka induksi triploid, namun
umumnya perlakuan lama kejutan
membawa  efek yang  cukup
siknifikan terhadap angka penetasan
dan kelulushidupannya. Hal ini dapat
dilihat bahwa semakin lama kejutan
diberikan semakin besar ditemukan
ikan yang catat.

Persentase pembuahan,
penetesan dan kelulushidupan pada
ikan selais karena perlakuan kejutan
panas adalah lebih rendah dari ikan
tanpa perlakuan kejutan panas
(kontrol). Nilai yang rendah dari
individu  triploid  dibandingkan
dengan kontrol juga telah dilaporkan
oleh penelitian lain (Dunham, 2006,

Pifereer et al. 2000; Chrisman
et al. 1983; Krasznai et al. 1984,
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Solar et al. 1984, Sukarti et al. 2006).
Rendahnya  angka  pembuahan,
penetasan, dan kelulushidupan ikan
triploid ini bisa disebabkan oleh
beberapa faktor. Pada ikan turbot
dan ikan sea bass, rendahnya angka-
angka tersebut bisa dikarenakan
penanganan dan perlakuan terhdap
telur (Piferrer et al., 2000) pada saat
induksi dilakukan, atau karena
kwalitas gamet ikan itu sendiri,
seperti yang dilaporkan pada ikan
raibow trout (Palti et al. 1997). Pada
ikan selais yang dicobakan pada
penelitian ini, rendahnya angka
penelitian, penetesan dan
kelulushidupan ~ lebih ~ dominan
disebabkan karena kualitas gamet,
disamping tidak menutup
kemungkinan = penanganan  dan
perlakuan terhadap telur saat kejutan
panas diberikan. Faktor lain yang
perlu dipertimbangkan adalah saat
inkubasi telor dilakukan. Suhu air
inkubasi sangat memegang peranan
penting atas keberhasilan penetasan
dan kelulushidupan larva (Gheyas et
al. 2001). Suhu Air inkubasi pada
penelitian ini agak rendah dari
normal (rata-rata 26°C).

Pengukuran sel darah merah
telah banyak digunakan oleh para
peneliti untuk menentukan tingkat
ploidi pada ikan karena
bertambahnya jumlah kromosom
ikan tripolid, ukuran sel darah merah
termasuk inti sel akan meningkat.
Beberapa peneliti  menggunakan
berbagai variabel pengukuran sel
darah merah termasuk volume sel
darah atau luas sel darah merah.
Umumnya triploidisasi
meningkatkan volume sel darah

merahl.5 kali lebih besar (Swarup,
1959, Beck and Biggers, 1983,
Purdom, 1973). Hasil penelitian ini
menunjukkan bahwa volume sel
darah merah semakin besar dengan
semakin  lama  kejutan  panas
diberikan. Pada kejutan selama 5
menit, rasio volume sel darah merah
ikan triploid terhadap diploid adalah
2.36, sedangkan pada lama kejutan 3
dan 1 menit masing-masing 1.9 dan
1.53. Nilai yang siknifkan dari
volume sel darah merah pada ikan
selais triploid dibandingkan dengan
parameter sel darah merah lain dapat
digunakan untuk menentukan tingkat

ploidi pada ikan ini.
Kesimpulan

Triploid ikan selais
(Cryptopterus  limpok)  berhasil

diinduksi dengan menggunakan suhu
panas 40°C dengan lama kejutan 1
sampai 5 menit. Level induksi.
triploid berkisar antara 42 sampai
92% . Hasil ini dapat dijadikan dasar
untuk melanutkan penelitian dan
ujicoba dengan metode kujutan lain
dan memastikan cara yang paling
praktis dalam memperoduksi ikan
selais tripoloid secara komersial. Di
samping itu, percobaan lain perlu
juga dilakukan untuk menghasilkan
selais  tetraploid dan kemudian
memproduksi hibrid triploid dari
selais tetraploid x selais diploid
sehingga pengaruh dari penggunaan
kejutan suhu dapat dihindari.
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