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Mencit (Mus musculus) sering digunakan sebagai
hewan model penelitian (Feldhamer 1999). Jumlah
kromosom dari mencit 40 dan untuk mendapatkan
kromosom tersebut selama ini preparasinya lebih
banyak dilakukan di laboratorium daripada di lapang.
Hal ini disebabkan teknik pengambilan kromosom
memerlukan alat dan bahan yang tidak memungkinkan
untuk kondisi lapangan. Teknik pembuatan
preparat kromosom harus dilakukan secara cepat
dan dalam kondisi yang steril teristimiwa jika
kromosom diperoleh dari darah. Oleh sebab itu,
perlu dibuat adanya pengembangan teknik kariotipe
yang dapat diaplikasikan di kondisi lapang.

Penelitian ini membahas tentang pengembangan
teknik pembuatan kariotipe yang sesuai dengan
kondisi lapang berdasarkan penelitian laboratorium
yang meliputi pengujian kualitas kromosom berdasarkan
perbedaan waktu injeksi inhibitor mitosis Kolkisin
dan preservasi sumber maupun suspensi sel kromosom.

Kolkisin merupakan metabolit sekunder yang
dapat menghambat (inhibitasi) fungsi seluler seperti
proses mitosis (Choi ez al. 1999; Salai ez al. 2001).
Waktu yang dibutuhkan setelah injeksi kolkisin untuk
spesimen hewan tikus dan kelelawar rata-rata berkisar
antara dua sampai tiga jam (Baker ez al 1982;
Dobigny & Xuereb 2011). Selanjutnya hasil penelitian
(Pennock ez 2. 1968) yang menggunakan hewan uji dari

tulang tungkai, tulang belakang (minus spinal

cord) dan gonad kadal Genus Ura (Family
Iguanidae) yang menggunakan larutan Phosphate-
Buffered Saline (PBS) ternyata juga menghasilkan
kromosom yang baik. Walaupun demikian penelitian
yang telah dilakukan tersebut diatas kesemuanya
tidak menjelaskan berapa waktu yang terbaik untuk
preservasinya.

Pada analisis ini kariotipe ini dicoba perlakukan
pada mencit mengikuti Baker ez /. (1982) dan Dobigny
& Xuereb (2011). Spesimen diinjeksi secara subkutan
dengan 0.1 ml/ 10 g berat badan larutan ragj (3 g ragi: 2
g glukosa : 12 ml H20) selama 12 sampai 24 jam
sebelum tahap selanjutnya. Spesimen diinjeksi secara
intraperitoneal dengan inhibitor mitosis Kolkisin
0.005% (0.1 ml/ 10 g berat badan) selama dua
dan tiga jam sebelum didislokasi leher. Selanjutnya,
larutan Phosphate- Buffered Saline (PBS) dibuat
mengikuti Pennock ez /. (1968) yaitu 8 g NaCl,
0.2 g KCl, 1.15 g Na,HPO, dan 0.2 g KH,PO,
dilarutkan dengan 800 ml H,O. Larutan ditambahkan
0.01 pg/ml Vinblastine Sulfat (Velban) dan di
autoklaf (20 menit, 121°C). Tulang femur mencit
dipotong kedua ujungnya dan disimpan dalam
larutan PBS sampai terendam seluruhnya. Preservasi
dilakukan selama 2, 4, 6, 8, 12 dan 15 hari.

Sumsum tulang femur dikeluarkan dan direndam
dalam larutan hipotonik KCIl selama 45 menit

pada suhu ruangan. Sentrifugasi dilakukan dengan
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kecepatan 1200 rpm selama 10 menit. Fiksasi suspensi
sel sumsum dengan larutan Carnoy (3 metanol : 1
asam asetat glasial) selama 15 menit. Suspensi sel
yang telah dibuat pada tahap fiksasi sel analisis
kariotipe disimpan selama 2 hari (48 jam) dan 4
hari (96 jam). Pewarnaan preparat menggunakan
Giemsa 4% selama 30 menit. Preparat yang telah
kering diamati di mikroskop dengan perbesaran
400 sampai 1000 kali. Kromosom yang berada pada
metafase terbaik selanjutnya dipotret (Gambarl).

Kualitas kromosom dengan perbedaan inhibitasi
mitosis mencit dengan kolkisin 0.005% 2 Jam
dan 3 Jam mengindikasikan bahwa injeksi kolkisin
0.005% dengan waktu inhibitasi mitosis 2 jam
memberikan tampilan kromosom yang lebih optimal
dibandingkan waktu 3 jam (Gambar 2). Brues &
Cohen (1936) menjelaskan injeksi kolkisin pada
tikus lebih dari 8 jam akan menyebabkan kematian,
sedangkan waktu optimal yang digunakan yaitu 2
jam. Hal ini terjadi karena kolkisin merupakan zat
yang bersifat toksik terhadap organisme schingga
penggunaannya harus diperhatikan. Baker er /.
(2003) menjelaskan rodenda, kelelawar phyllostomid,
shrew dan spesies yang memiliki temperatur tubuh
yang stabil membutuhkan waktu injeksi kolkisin
yang paling baik antara 45 menit sampai satu jam.
Sedangkan waktu 30 menit sampai 2 jam tetap
diperbolehkan.

Kualitas kromosom sumsum tulang mencit
pada preservasi PBS selama 2, 4, 6, 8, 12 dan 15
hari dapat diterangkan bahwa keseluruhan kromosom
yang berasal dari sumsum tulang pada preservasi
PBS selama 2 sampai 15 hari tidak menunjukkan
hasil yang optimal. Kromosom yang didapat cenderung
mengalami degradasi (Gambar 3). Perlakuan 2 hari
menunjukkan hasil yang relatif lebih baik dari
perlakuan 4 sampai 15 hari, schingga batas waktu
preservasi yang lebih baik yaitu 4 hari. Perlakuan
6 sampai 15 tidak menunjukkan adanya kromosom.
PBS merupakan larutan garam tak beracun yang

berfungsi menyeimbangkan konsentrasi garam di
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Gambar 1. Kariotipe M.musculus betina dengan anal-
isis kariotipe fresh; Perbesaran 1000 kali;
Skala bar 2.16 pm
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Gambar 2. Kromosom perbedaan inhibitasi mitosis
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kolkisin 0.005% a) kromosom mencit perlakuan
2 jam (al,a2), b) kromosom mencit perlakuan 3
jam; perbesaran 400 kali

Wroe

al . a2 = a3

K ol

bl ‘ T « b2 G
Gambar 3. Kromosom perlakuan preservasi PBS a)
kromosom mencit perlakuan 2 hari (al,a2,a3),
b) kromosom mencit perlakuan 4 hari (b1, b2);
perbesaran 400 kali; skala bar 2,5 pm



Pengembangan Teknik Kariotipe Mencit (Development Karyotypes Technique of Mice)

a2
!":i' *3 . d
. “”“.‘ -
LE TR e
# oy “Eeas ¥ -~
B . uq
- - - -
e f weFh
-, > ¢
-':”d""’ . . ]
e . N A
° , \.
2.5 pm
! (3 P »
Jg o
b2 S Lol
A -
2!
U S
s -
#
F A - Y ?
o
A £
okl -~
- b
2Sum gﬁ.,l-s pm @ .-l . 2.5um

Gambar 4. Kromosom perlakuan preservasi Carnoy a) kromosom mencit perlakuan langsung (fresh) (al,a2), b)

kromosom mencit perlakuan 2 hari (48 jam) (b1, b2), kromosom mencit perlakuan 4 hari (96 jam) (c);

perbesaran 400 kali; skala bar 2,5 pm

sekitar sel, sehingga mencegah terjadinya osmosis
dan pecahnya sel (Martin ez. 2/2001; Martin ez. al
2002). Berdasarkan hasil, jika dibandingkan dengan
penelitian Pennock et al. (1968), preservasi PBS
cenderung lebih cocok digunakan pada reptil
dibandingkan mamalia.

Kualitas kromosom suspensi sel sumsum tulang
mencit pada preservasi Carnoy 2 hari (48 jam) dan
4 hari (96 jam) akan menunjukkan hasil yang baik
jika preservasi dilakukan sampai pada preservasi hari
ke 4 (96 Jam). Pada preservasi Carnoy 2 hari (48
jam), kromosom menyebar namun beberapa ada
yang saling tumpang tindih. Lengan tampak jelas,
sentromer jelas sedangkan pita (band) belum
terlihat jelas. Jumlah kromosom relatif belum bisa
teridentifikasi. Hasil preservasi Carnoy 4 hari (96
jam) menunjukkan kromosom menyebar beraturan
(dalam satu sel) dengan sangat baik. Bentuk kromosom
jelas, tetapi dengan ukuran yang relatif lebih kecil.
Lengan dan sentromer tampak jelas tetapi pita
(band) masih tidak terlihat (Gambar 4).

Larutan Carnoy merupakan fiksasi inti (nukleus)
dengan komponen yang berupa metanol dan asam
asetat; metanol dan asam asetat dapat berinteraksi
dengan melakukan pembentukan ikatan hidrogen

dalam jaringan. Senyawa asosiasi tersebut menstabilkan

struktur jaringan dan mencegah atau meminimalkan
penyusutan (Puchder ez a/. 1968). Penggunaan preservasi
suspensi sel sumsum tulang dengan larutan fiksatif
Carnoy dapat digunakan hingga 96 jam (ditandai
dengan hasil yang optimal). Hal tersebut memungkin-
kan suspensi yang telah dibuat di lapang dapat
dianalisis kembali di kondisi laboratorium. Jangka
waktu tersebut merupakan jangka waktu maksimal

yang peneliti sarankan.
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