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Abstract

Ploidy determination in fish was need the accurate, simple and rapid method. This research was
aimed to develop ploidy determination method in Nile tilapia use combination of chromosome and
nucleoli spreads simultaneously. Ten fish of 30-day-old Nile tilapias were used in this research.
Solid tissues for preparation were collected on the caudal fin of the fish. The result showed that
chromosome and nucleoli spreads simultaneously were easily observed in same preparate. Ploidy
determination in Nile tilapia can done very accurate and fast use combination of chromosome and
nucleoli spreads simultaneously as indicators to ploidy level determination in fish.
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Abstrak

Penentuan ploidi pada ikan diperlukan metode yang akurat, mudah dan cepat. Tujuan penelitian
ini adalah mengembangkan metode penentuan ploidi pada ikan nila menggunakan kombinasi
sebaran kromosom dan nukleoli secara bersamaan. Sebanyak sepuluh ekor ikan nila umur 30 hari
digunakan dalam penelitian ini. Jaringan padat untuk preparasi dikoleksi untuk preparasi adalah
sirip ekor ikan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa sebaran kromosom dan nukleoli secara
bersamaan mudah diamati pada preparat yang sama. Penentuan ploidi pada ikan nila dapat
dilakukan secara lebih akurat dan cepat menggunakan kombinasi sebaran kromosom dan nukleoli
secara bersamaan sebagai indikator penentu tingkat ploidi pada ikan.
Kata kunci: sebaran kromosom, sebaran nukleoli, secara bersamaan, penentuan ploidi, ikan nila

PENDAHULUAN

Metode identifikasi pengujian tingkat ploidi tergantung pada peralatan, pengalaman staf
laboratorium atau farm, dan studi materialnya, seperti spesies ikan, umur, dan ukuran
spesimen. Kombinasi beberapa teknik mudah dapat sangat membantu lebih cepat,
dipercaya, dan penduga pengaruh manipulasi genom (Jankun et al. 2007). Pada beberapa
penelitian, metode mudah dan cepat untuk verifikasi tingkat ploidi diperlukan. Perlakuan
poliploidisasi tidak selalu berhasil 100% dan kemungkinan masih campuran (mosaic),
sehingga diperlukan metode penentuan ploidi yang akurat. Beberapa metode penentuan
ploidi, antara lain: menghitung jumlah kromosom, menghitung jumlah nukleoli atau
nucleolar organizer regions (NORs), menguji ukuran sel dan jumlah sel, menguji ukuran
sel eritrosit dan ukuran inti sel eritrosit, analisis densitas sel, penentuan komponen atau
kandungan DNA pada nukleus eritrosit menggunakan flow cytometry dan mikrosatelit (Bai
et al. 2011). Flow cytometry, spectrofluorometry atau microdensitometry adalah teknik
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yang mudah dan cepat untuk validasi jumlah DNA (Hardie et al. 2002), tetapi biaya dan
peralatan yang diperlukan sangat mahal, termasuk juga mikrosatelit. Parameter sitologi lain
yang dapat digunakan dalam penentuan tingkat ploidi, seperti Wlasow et al. (2004) yang
menjabarkan “ploidy specific pattern” dari nukleoli eritrosit dan granulosit pada ikan brook
trout maupun analisis dimensi eritrosit, seperti pada ikan brook trout (Woznicki &
Kuzminski 2002).

Penghitungan jumlah kromosom adalah satu metode yang memungkinkan penentuan
secara langsung tingkat ploidi, karena jumlah kromosom mengindikasikan jumlah molekul
DNA. Preparasi kromosom dapat dibuat dari head kidney, epithelium insang, seluruh tubuh
ikan, atau dari kultur sel darah (Ozouf-Costaz & Foresti 1992). Struktur dasar kromosom
dapat diamati di bawah mikroskop cahaya (Schreck & Moyle 1990). Keberhasilan preparasi
kromosom secara umum hingga saat ini masih mengandalkan bahan penghambat metafase,
seperti kolkisin dan atau kolsemid, sehingga ketergantungan terhadap bahan kimia tersebut
sangat tinggi.

Metode pewarnaan perat nitrat telah dikembangkan oleh Howell dan Black (1980).
Metode pewarnaan perak nitrat untuk menghitung nukleoli (NORs) telah diaplikasikan
untuk verifikasi ploidi Abramis brama dan Esox lucius (Kucharczyk et al. 1999), rainbow
trout (Babiak et al. 1998), brook trout (Phillips & Ihssen 1985), common carp (Carman et
al. 1992; Carman 1992; Mukti et al. 2001; Mukti 2005, Mukti & Mubarak 2007), dan nila
merah (Carman et al. 1997). Metode ini tidak bermanfaat pada sturgeon (termasuk Huso
huso) karena sistem yang multi dari NORs (Fontana 2002).

Beberapa peneliti juga telah menentukan tingkat ploidi pada ikan menggunakan
kombinasi indikator penentu tingkat ploidi, seperti jumlah kromosom dan ukuran inti
eritrosit (Pradeep et al. 2011a), jumlah nukleoli dan ukuran inti eritrosit (Jankun et al.
2007), jumlah kromosom dan ukuran inti eritrosit (Woznicki & Kuzminski 2002; Dorota et
al. 2006), serta jumlah kromosom dan jumlah nukleoli (Uma dan Chandran 2008). Akan
tetapi, kombinasi-kombinasi tersebut dilakukan melalui metode preparasi yang berbeda dan
umumnya menggunakan spesimen yang berbeda, sehingga dirasa kurang efisien dan
efektif. Berdasarkan kenyataan tersebut, perlu dikembangkan metode identifikasi ploidi
pada ikan yang lebih mudah, cepat dan murah menggunakan indikator penentu tingkat
ploidi secara bersamaan. Tujuan penelitian ini adalah mengembangkan metode penentuan
ploidi pada ikan nila menggunakan kombinasi sebaran kromosom dan nukleoli secara
bersamaan.

Materi dan Metode

Ikan nila yang digunakan dalam penelitian ini adalah ikan nila strain Wanayasa
(NIRWANA). Perkawinan induk ikan nila dilakukan secara alami dan terkontrol dalam
akuarium dengan volume 100 L, sedangkan pemijahan dan fertilisasi telur dilakukan secara
buatan. Inkubasi dan penetasan telur dilakukan secara terkontrol menggunakan sistem
resirkulasi air tertutup dengan volume wadah penetasan sekitar 350 mL dengan suhu air
inkubasi terkontrol sekitar 29-30°C. Ikan nila triploid diproduksi melalui perlakuan kejut
suhu 41°C selama empat menit embrio umur empat menit setelah fertilisasi berdasarkan
Mukti (2016), Mukti et al. (20164, b, c).
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Setelah telur menetas, larva ikan dipelihara dalam akuarium volume 50 L dan ikan
diberi pakan alami Moina sp. dan Tubifex sp. secara bertahap. Selanjutnya, benih ikan
diberi pakan buatan pellet halus dengan kandungan protein sekitar 33% dan pakan buatan
pellet kecil dengan kandungan protein sekitar 40% secara bertahap. Saat ikan berumur 30
hari, sebanyak sepuluh ekor ikan diambil sebagai sampel untuk preparasi.

Preparasi menggunakan jaringan padat kombinasi metode Kligerman dan Bloom
(1977) yang dimodifikasi tanpa perlakuan bahan kimia penghambat metafase dengan
pewarnaan perak nitrat metode Howell dan Black (1980), sedangkan jaringan padat yang
digunakan untuk preparasi adalah potongan sirip ekor sebagaimana Mukti (2016) dan
Mukti et al. (2016). Sebaran sel diamati di bawah mikroskop untuk mengamati dan
menghitung sebaran kromosom dan nukleoli. Sebaran kromosom dan nukleoli dihitung dari
seratus sel yang diamati, sedangkan sebaran metafase kromosom yang baik dihitung
maksimal dari 20 sel yang ditemukan berdasarkan penelitian Pradeep et al. (2011b).
Mikroskop yang digunakan untuk mengamati preparat adalah mikroskop Olympus BH2-
RFCA yang dilengkapi dengan kamera Canon. Pembesaran yang digunakan 400-1000 kali
tanpa minyak imersi.

Sebaran kromosom dan nukleoli yang baik difoto dan didokumentasikan. Selanjutnya,
data dianalisis secara deskriptif.

Hasil

Berdasarkan hasil penelitian ini, sebaran kromosom dan nukleoli dapat terlihat secara
bersamaan dalam satu lapang pandang pada preparat yang sama, seperti terlihat pada
Gambar 1. Sebaran kromosom ikan nila diploid berkisar antara 29-50 sel (29-50%) dengan
rerata 39.1+2.88%, sedangkan ikan nila triploid berkisar antara 20-27 sel (20-27%) dengan
rerata 23.29+2.63% (Tabel 1). Akan tetapi berdasarkan sebaran metafase kromosom yang
baik, ikan nila diploid dan triploid, masing-masing sekitar 85-100% dengan rerata
97+4.83% dan sekitar 70-90% dengan rerata 81.43+8.52% (Tabel 2).

Gambar 1. Sebaran kromosom dan nukl!eoli ikan nila secara bersamaan; diploid (a) dan
triploid (b) dalam satu preparat pada pembesaran 400 x
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Tabel 1. Sebaran kromosom ikan nila diploid dan triploid hasil preparasi

kan Jumlah Sel Sebaran Kromosom (sel)
(sel) Diploid Triploid
1 100 40 20
2 100 35 23
3 100 37 23
4 100 42 25
5 100 42 20
6 100 40 25
7 100 42 27
8 100 40 -
9 100 34 -
10 100 39 -

Tabel 2. Sebaran metafase kromosom ikan nila diploid dan triploid yang baik

Sebaran Metafase Kromosom (sel)

lkan Diploid Triploid
(sel) (%) (sel) (%)
1 20 100 16 80
2 20 100 17 85
3 19 95 14 70
4 19 95 17 85
5 20 100 14 70
6 20 100 18 90
7 20 100 18 90
8 20 100 - :
9 17 85 : :
10 19 95 : :

Keterangan : Jumlah dan persentase sebaran metafase kromosom yang baik berdasarkan
penelitian Pradeep et al. (2011b), yaitu 20 sel (100%)

Berdasarkan sebaran nukleoli, ikan nila diploid dan triploid memiliki variasi jumlah
nukleoli dalam inti selnya. lkan nila diploid memilki jumlah nukleoli 1, 2, 3, dan 4
(maksimal), sedangkan ikan nila triploid memiliki jumlah nukleoli 1, 2, 3, 4, 5, dan 6
(maksimal), masing-masing juga memiliki variasi jumlah nukleoli yang berbeda (Tabel 3).

Tabel 3. Sebaran dan variasi nukleoli ikan nila diploid dan triploid hasil preparasi

Jumlah Jumlah Sel / Ikan Jumlah Nukleoli / Sel / Ikan Total Sel
Ikan lkan
(ekor) (sel) 1 2 3 4 5 6 7 (sel)
Diploid 10 100 29 40 11 20 - - - 1000
Triploid 10 100 4 11 30 18 25 12 - 1000
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Pembahasan

Jumlah kromosom ikan nila diploid adalah 44 atau 22 pasang, walaupun ditemukan
pula beberapa yang terhitung 40-42 atau 20-21 pasang, termasuk dua GC, sedangkan ikan
nila triploid memiliki kromosom sejumlah 66 atau 33 pasang dengan tiga GC. Ikan nila
telah diteliti oleh beberapa peneliti memiliki jumlah kromosom 2n = 44 dan 3n = 66
(Hussain 1995; Pradeep et al. 2011a,b; Mukti et al. 2016b,c). Ikan nila yang memiliki 15
jenis dari tiga genus utama, yaitu Oreochromis, Sarotherodon, dan Tilapia telah diteliti dan
beberapa spesies memiliki kariotip yang sama, 22 pasang kromosom termasuk satu pasang
kromosom besar (Harvey et al. 2002a). Ada empat pengecualian, yaitu Tilapia mariae
dengan 2n=40 (Ferreira et al. 2010), Tilapia sparrmanii dengan 2n=42 (Thompson 1981),
Oreochromis alcalicus dengan 2n=48 (Park 1974), dan Oreochromis karongae dengan
2n=38 (Harvey et al. 2002b). Jumlah kromosom ikan nila hasil preparasi yang terhitung
kurang dari 44, kemungkinan besar akibat terjadinya penumpukan dan atau terpisah dari
kumpulan kromosomnya. Hal ini dimungkinkan terjadi diakibatkan proses penyebaran sel
ke slide yang kurang sempurna, baik karena suhu hot plate terlalu dingin atau panas, terlalu
keras droping, larutan suspensi sel saat chopping terlalu banyak (encer), dan atau perlakuan
hipotonik yang kurang tepat.

Pembuatan slide adalah aspek kritis preparasi kromosom. Variabel yang mempengaruhi
preparasi termasuk kelembaban, suhu ruang, waktu pengeringanginan, dan jumlah sel per
slide. Hal ini juga terlihat dari hasil penelitian, bahwa sebaran kromosom yang diperoleh
masih rendah sekitar 40% untuk diploid dan 20-30% untuk triploid (dari 100 sel yang
dihitung, Tabel 1). Akan tetapi, sebaran metafase kromosom yang baik dapat mencapai
100% (75-100) untuk ikan nila diploid dan 70-90% untuk ikan nila triploid. Pada ikan nila,
persentase sebaran metafase kromosom ini kemungkinan tidak terlalu signifikan untuk
penentuan tingkat ploidi ikan, karena keuntungan dari kromosom ikan nila adalah memiliki
kromosom penanda (GC) yang secara umum dapat dijadikan sebagai indikator tingkat
ploidi ikan dengan menghitung jumlah GC, yaitu 1n =1 GC, 2n =2 GC, 3n = 3 GC, dan 4n
=4 GC.

Pradeep et al. (2011b) menjelaskan, setiap tahapan preparasi kromosom, mulai
preparasi jaringan, penyebaran sel pada slide, hingga akhir proses preparasi (pewarnaan)
merupakan faktor penting yang kritis pada keberhasilan preparasi kromosom, terutama
mendapatkan sebaran metafase kromosom yang baik dan banyak. Sebaran kromosom yang
baik juga dapat dipengaruhi oleh faktor perlakuan hipotonik. Foresti et al. (1992)
menemukan bahwa selain perlakuan prefiksatif, volume larutan hipotonik mempengaruhi
keberhasilan mendapatkan sebaran kromosom yang baik saat preparasi kromosom ikan
Silurus glanis (Siluridae) dan Scardinus erythropththalmus (Cyprinidae).

Pada penelitian ini, jaringan sirip ekor yang digunakan menunjukkan hasil yang relatif
bagus terhadap sebaran kromosom dan nukleoli. Jaringan atau organ yang digunakan dalam
preparasi kromosom mempengaruhi keberhasilan mendapatkan sel mitotik tinggi, sehingga
diharapkan sebaran metafase kromosom banyak didapat. Jaringan yang dapat tumbuh cepat
memiliki sel mitotik tinggi, sehingga memungkinkan sebaran metafase kromosom yang
diperoleh dalam preparasi kromosom juga tinggi, walaupun hal ini masih dipengaruhi oleh
tahapan preparasi kromosom yang lainnya. Jaringan sirip ikan nila memiliki indeks mitotik
tinggi sebagaimana penelitian Mukti (2016) dan Mukti et al. (2016b). Sirip dan insang ikan
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termasuk jaringan yang cepat tumbuh. Pradeep et al. (2011b) menyatakan bahwa efektivitas
preparasi kromosom hanya dapat dihasilkan dengan jumlah populasi sel dari jaringan yang
memiliki sel mitotik tinggi. Tan et al. (2004) menyatakan bahwa jaringan yang tumbuh
sangat cepat diperlukan untuk mendapatkan jumlah besar sebaran kromosom pada metafase
untuk studi kariologi.

Berdasarkan sebaran nukleoli, ikan nila diploid memiliki variasi jumlah nukleoli 1, 2, 3,
dan maksimal 4, sedangkan ikan nila triploid memiliki variasi jumlah nukleoli 1, 2, 3, 4, 5,
dan maksimal 6. Variasi jumlah dan persentase nukleoli per sel juga berbeda, baik diploid
maupun triploid (Tabel 3). Carman et al. (1992) menjelaskan bahwa variasi yang terjadi
pada jumlah maksimum nukleoli kemungkinan disebabkan fusi dan fisi dari bentuk
nukleoli tunggal atau tiga, karena beberapa proses fisiologis yang terjadi selama siklus sel.
Variasi ini adalah merupakan faktor sulit pada interpretasi level ploidi pada pengamatan
individu-individu yang dipergunakan. Variasi jumlah maksimum nukleoli per sel pada
individu diploid dan triploid berhubungan dengan umurnya. Phillips et al. (1986)
mengatakan bahwa peningkatan jumlah nukleoli pada ikan triploid disebabkan karena
adanya penambahan sejumlah nukleoli yang berasal dari polar body Il dan berhasil
bergabung dengan pronukleus betina dan pronukleus jantan akibat adanya kejutan panas
yang dilakukan. Peningkatan jumlah nukleoli merupakan indikasi peningkatan jumlah
kromosom pada ikan triploid.

Penentuan ploidi pada ikan nila dapat dilakukan melalui pengamatan jumlah kromosom
dan jumlah nukleoli secara bersamaan sebagai indikator kuat penentu tingkat ploidi pada
ikan. Hasil penelitian ini memungkinkan dikembangkan untuk preparasi Yyang
menghasilkan gambaran sebaran kromosom dan nukleoli secara bersamaan pada spesies
ikan yang lain menggunakan jaringan yang mudah dikoleksi tanpa menyebabkan kematian
ikan serta lebih mudah, cepat, dan murah.

Simpulan

Metode penentuan ploidi pada ikan nila dapat dilakukan menggunakan kombinasi
sebaran kromosom dan nukleoli secara bersamaan. Preparasi tanpa perlakuan bahan
penghambat metafase seperti kolkisin dan kolsemid dengan pewarnaan perak nitrat dapat
menghasilkan sebaran kromosom dan nukleoli secara bersamaan sebagai indikator kuat
penentu tingkat ploidi pada ikan nila.
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