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Induksi Pemasakan Oocyte Ikan Nilem
(Osteachilns hasselti) Menggunakan Ovaprim,'
Progesteron dan Estradiol

Agung Budiantoro
Prodi Biologi FMIPA Universitas Ahmad Dahlan

ABSTRAK

Pada tahun 1958, teknik menggunakan hormon
pituitary untuk menginduksi pemijahan diperkenalkan di
Thailand. Hormon untuk memanipulasi kematangan gonad
dan ovulasi termasuk ektraksi pituitary, HCG dan
GnRH/LHRH ditambah analog yang lain dikom-binasi
dengan antagonis dopamin. Dalam penelitian ini digunakan
ovaprim, progesteron dan estradiol sebagai penginduksi
kemtangan gonad. Ovaprim ;nerupakan produk GnRH
analog dari ikan Salmon. Tujuan dari penelitian induksi
pematangan gonad ini adalah membandingkan pengaruh
induksi ovaprim, proges-teron dan estradiol terhadap
percepatan kematangan gonad ikan Nilem. Hipotesis awal
yaitu induksi yang paling baik bagi percepatan pematangan
oosit Tkan Nilem adalah induksi dengan progesteron karena
merupakan Maturation Inducing Substance (MIS) disban-
dingkan dengan induksi estradiol maupun ovaprim. Induksi
dilakukan pada akhir vitellogenesis untuk menginduksi
Germinal V'esicle Break Down (GV/BD) yang merupakan
proses akhir pematangan oosit ikan. Induksi ovaprim
memberikan hasil yang paling baik daripada induksi dengan
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progesteron dan estradiol. Hal ini terjadi karena ovaprim
merupakan GnRH analog yang tidak spesifik bagi ikan
sehingga dapat optimal berpengaruh dalam proses pema-
sakan, sedangkan estradiol dan progesteron merupakan
senyawa yang lebih spesifik sehingga diperlukan dosis yang
tepat agar didapat hasil yang maksimal.

Kata kunci : induksi, maturasi, progesterone, estradiol,
GnRH.
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PENDAHULUAN

Induksi pemijahan pada ikan sudah mulai dilakukan
di Thailand pada tahun 1933, ketika departemen perikanan
Thailand sukses menduksi perkawinan alami di pada
kebanyakan carp. Pada tahun 1958, teknik menggunakan
hormon pituitary untuk menginduksi pemijahan diperke-
nalkan di Thailand. |

Teknik  ini sangat effektif digunakan untuk
menginduksi pemijahan pada beberapa spesies ikan. Selama
oogenesis, oosit terbagi menjadi menjadi beberapa tahapan
tergantung dari bentuk nucleus, sitoplasma dan folikel.
Tahapan ini  dikelompokkan pada previtellogenic,
vitellogenic, maturation, dan atresia phase. Detail dari
tahapan ini secara komplit didokumentasikan oleh Selman
dan Wallace (1989:Sukumasavin, 2002).

- Dalam penelitian ini digunakan ovaprim, pro-
gesteron dan estradiol sebagai penginduksi kemtangan
gonad. Ovaprim merupakan produk GnRH analog dari
ikan Salmon yang sudah diperjual belikan secara bebas di
pasaran dan biasa digunakan untuk menginduksi kema-
tangan gonad ikan betina.

Tujuan dari penelitian induksi pematangan gonad
ini adalah membandingkan pengaruh induksi ovaprim,
progesteron dan estradiol terhadap percepatan kematangan
gonad ikan Nilem.

TINJAUAN PUSTAKA v

Ikan Nilem terdapat di Jawa, Sumatera dan
Kalimantan, Malaysia, dan Thailand. Pada umumnya, ikan
nilem dapat dipelihara pada daerah dengan ketinggian
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sekitar 150-800 m dpl. ITkan Nilem hidup di lingkungan
yang jernih. Oleh karena itu, ikan ini dapat ditemukan di
sungai-sungai.

Ikan nilem termasuk ikan yang produktif karena
bisa dipijahkan 3-4 kali dalam setahun. Keberhasilan
pemijahan sangat ditentukan pada faktor induk dan penga-
turan lingkungan pemijahan.

TIkan nilem, Osteosillus hasellti adalah salah satu ikan
konsumsi yang banyak disukai, terutama di Jawa Barat yang
biasa diolah sebagai ikan pepes. Ikan ini termasuk mudah
dibudidayakan, akan tetapi akan lebih baik jika produksi
bibit ditingkatkan dengan penggunaan teknologi induksi
pemijahan. Salah satu teknik dalam budidaya yaitu induksi
menggunakan hormon untuk mempercepat maturast OOSit.

Pada Ikan betina, GtH I distimulasi oleh perkem-
bangan hormon steroid (steroidogenesis) di dalam ovarium
untuk memproduksi testoteron pada sel theca (theca
folikuli), kemudian akan dikonversi menjadi estrogen oleh
sel granulose dari folikel oosit. Estrogen akan memacu hati
untuk memulai memproduksi vitellogenin (protein kuning
telur), kemudian dikirim lewat aliran darah dan disimpan
pada oosit (Sukumasavvin, 2002).

Oosit akan berkembang secara lambat sampai
masak. Pada tahapan ini, konsentrasi dari GtH I pada
puncaknya. Ovarium menghentikan produksi estrogen dan
bertahap mulai memproduksi maturation-inducing steroid

(MIS) atau suatu steroid yang berfungsi menginduksi
kematangan telur di bawah control GtH I MIS akan
menstimulasi vesicle germinal dari oosit yang matang untuk
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migrasi ke tepi dan keluar sebagai puncak dari kematangan
telur (Sukumasavvin, 2002).

Kesiapan induksi dengan hormon diindikasikan jika
satu dari tiga oosit telah mengandung inti yang di tepi.
Menggunakan cairan penjernih akan menjernih-kan telur
dari yolk 1-2 menit dan nukleus hanya kelihatan selama 4-5
menit sebelum rusak (Harvey dan Carolsfield, 1993 :
Sukumasavin, 2002).

Selama perkembangan, ukuran oosit meningkat
seribu kali lipat. Ovatium pada tahap ini mengandung oosit
yang belum masak dan memiliki Indek Gonado somatik
(GST) kurang dari 2% (Wallace dan Selman, 1989).

Berg (2003), menyatakan ‘bahwa pada tahapan
pematangan ini terutama diinduksi oleh GtH yang pada
gilirannya akan mempengaruhi produksi Maturation Inducing
Substance ( MIS) yang spesifik. Untuk mengetahui perkem-
bangan oosit pada Arthic char (Sabenus ailpinus),
karakterisasi receptor MIS telah dibuat. Receptor MIS
terletak di atas permukaan oosit dan berupa suatu singl
class dengan afinitas yang tinggi dan kapasitas tempat ikatan
yang rendah. Tempat ikatatan, separuh merupakan assosiasi
dan disassosiasi tipe kinetik dari membran reseptor steroid.

Dua  Maturation-Inducing  Hormone (MIHs) yaitu
170,20B-dihydroxy-4pregnen-3-one  (170,208-DHP) dan
17a,20B-21trihydroxy-4pregnen-3-one  (20B-S)  telah
teridentifikasi. Pada ikan Mas 174,203-DHP mengin-duksi
maturasi oosit dengan memacu sintesis de nove cyclin B,
suatu sub unit dari maturation-promoting factor (MPF).
Meskipun progestin termasuk 170,208-DHP dan 20B-S
steroid yang paling berpotensi dalam menginduksi maturasi
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oosit ikan, hormon lain seperti deoxycorticosterone dan
testoteron serta estradiol dan analognya juga efektif dalam
menginduksi maturasi oosit (Tokumoto ¢/ al, 2004).

Progesteron dan/atau androgens bisa mencegah
atresia dan mendorong pematangan oosit pada primata
walaupun tidak mampu untuk menimbulkan ovulasi jika
tidak hadir suatu sentakan GtH ovulatory (Borman et.a/,
2004).

Tahapan akhir dari perkembangan telur adalah
tahap pematangan, yakni tahap pergerakan germinal vesikel
ke tepi dan akhirnya melebur (germinal vesicle breakdown).
Selanjutnya akan membentuk polar bodi IT (Fujaya, 2004).

Hipotesis

Induksi yang paling baik bagl percepatan pe-
matangan oosit Tkan Nilem adalah induksi dengan
progesteron  karena merupakan Maturation Inducing
Substance dibandingkan dengan induksi estradiol maupun

ovaprim.

METODOLOGI PENELITIAN

1. Disiapkan akuarium, masing-masing diisi 1 ekor induk
betina

2. Dilakukan penimbangan bobot ikan pada tiap-tiap per-
lakuan .

3. Sebelum diinduksi dilakukan kanulasi terlebih da-hulu
untuk mengetahui posisi inti sebelum induksi hormon
(sampel telur 20 butir dengan 6 ulangan masing-masing
perlakuan).
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4. Setelah Oosit hasil kanulasi didapatkan direndam dalam

larutan penjernih, setelah 3 menit kemudian sudah mulai
kelihatan.

5. Induksi dilakukan dengan masing — masing perlakuan
yaitu penyuntikan dengan hormone ovaprim, estradiol

yang larut dalam air dan progesteron terhadap induk
betina.

6. 3 jam kemudian baru dikanulasi dengan jumlah sampel
telur masing-masing 20 butir dengan 6 ulangan untuk
masing-masing petlakuan.

7. Kemudian diamati posisi inti dari oosit yaitu apakah
berada di tengah, migrasi, pinggir, dan yang tdak
terdeteksi (gvbd) kemudian diltitung tiap-tiap posisi dan
dibandingkan hasil perlakuan.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Tabel 1. Perbandingan Kenaikan posisi inti oosit
setelah 3 jam perlakuan

Posisi Oosit (%)
Induksi Tengah | migrasi pinggir | Gvbd
Ovaprim -23,26 3,68 18,03 1,55
Progesteron -14,33 6,22 8,22 0
Estradiol -3,00 -1,79 19,41 -14,58

Jika dilihat dari perbandingan prosentase posisi
oosit setelah 3 jam perlakuan (tabel 10.), maka rata-rata
posisi inti oosit yang berada di tengah menurun bergeser ke
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peningkatan  fase berikutnya atau dengan Kkata lain
mengalami pematangan. Pada induksi dengan ovaprim
terjadi proses pematangan yang paling baik ditandai dengan
menurunnya prosentase posisi 00sit dengan inti di tengah
sebesar -23,26% atau terjadi pematangan oosit sebesar
23,26%. Sedangkan pada induksi dengan progesteron
terjadi pematangan sebesar 14,33% serta induksi dengan
estradiol terjadi pematangan sebesar 3,00%.

Pematangan oosit ditandai dengan bergesernya
posisi oosit semula berada di tengah kemudian mengalami
migrasi ke pinggir. Akhir dari fase pematangan adalah
peleburan germinal vesikel atau germinal vesikel breakdown
(gvbd). Terjadi penurunan gvbd pada induksi dengan
estradiol sebesar 14,58%. Hal ini mungkin terjadi karena
pengambilan sampel telur yang terlalu dalam sehinga
kebanyakan yang terambil adalah oosit yang pada posisi
dalam, bukan di pinggir. Oosit pada fase gvbd akan tetletak
di bagian paling ujung saluran kelamin karena siap
dipijahkan. ‘
Analog GnRH (ovaprim) merupakan molekul
dengan beberapa asam amino bersubstitusi yang berfungsi
supaya meningkatkan umur paruh dari molekul di ikan
sehingga meningkatkan kapasitasnya untuk berikatan
dengan reseptor GnRH di glandula Pituitary. Efektivitas
dari GnRH akan meningkat lebih tinggi daripada bentuk
alami dari GnRH. Penggunaan analog GnRH untuk induksi
pemijahan memberi banyak keuntungan daripada teknik
tradisional hipofisasi. GnRH merupakan molekul rantai
peptida pendek, schingga da;;at disintesis menjadi bentuk
alami atau bentuk analog, dengan tingkat kerusakan yang
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rendah. Oleh karena itu, penggunaan dalam dosis vang
rendah diperlukan ketika menggunakan hormon aﬁaloé
(Zohar et.al 1989).
Peran GnRH analog (ovaprim) pada induksi proses
pematangan oosit memang secara tidak langsung, tetapi
merupakan regulator sentral. Dalam penggu-naannya
GnRH analognya menstimulasi ikan untuk mensekresi GtH’
miliknya. Ini berarti bahwa tidak bersifat spesifik bagi ikan
dan dapat sukses diterapkan di variasi yang besar pada
spesies ikan. GnRH akan menginduksi Pituatari untuk
melepaskan GtH (Gonadotropin), berupa GtH I yang akan
menginduksi vitellogenesis dan GtH 1II yang akan berfungsi
sebagai Maturation Inducing Substance (MIS). Peningkatan
-GtH IT sebagai MIS akibat dari hasil induksi GnRH analog
inilah yang diharapkan. Induksi GnRH analog yang
.dilakukan. Oosit harus dipersiapkan oleh GtH agar siap di
induksi dengan MIH. Hal tersebut tejadi sebelum
b'ersatunya lipid droplets dan persiapan tersebut termasuk
51‘ntesis dari receptor MIH (Millan, 2007). Pada fase post
vitellogenesis atau awal dari maturasi dari oosit, saat itu
oosit akan mempunyai sel receptor MIH schingga induksi
hormon yang dilaku-kan diharapkan akan berpengaruh
dalam peningkatan proses maturasi oosit.

Induksi ovaprim pada Channa punctatus oleh Haniffa
dan Sridhar (2002) dengan dosis 0,3 dan 0,5 mL/kg BB
GnRH analog berhasil menginduksi pemijahan. Pada
penelitian Jamroz e al (2008), induksi ovaprim dan
kombinasi ovaprim dengan ovopel pada menghasilkan hasil
yang paling baik (82 dan 85% embrio hidup). Studi terkini
oleh Taufek et al (2009) mendapatkan bahwa induksi
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dengan sGnRH (salmon GnRH) yang dikombinasikan
dengan ¢cGnRH (chicken GnRH) mendapatkan hasil yang
lebih efisien pada induksi maturasi oosit African catfish
Clarias gariepinus (Burchell).

Pada penelitian ini hasil yang paling baik terihat
pada perlakuan dengan induksi ovaprim karena ovaprim
merupakan molekul rantai peptida pendek, sehingga dapat
disinthesis menjadi bentuk alami atau bentuk analog,
dengan tingkat kerusakan yang rendah dan mempunyai
potensis sedikit berbahaya bagi ikan penetima. Dalam
penggunaannya, —Ovaprim menstimu-lasi  ikan  untuk
mensekresi GtH miliknya. Ini berarti bahwa tidak bersifat
spesifik bagi ikan dan dapat sukses diterapkan di variasi
yang besar pada spesies ikan.

Sedangkan progesteron dan estradiol merupakan
bentuk GtH yang spesifik schingga penggunaannya harus
benar-benar tepat agar didapat efek yang maksimum.
Kemampuan ovulasi* ikan sangat berkaitan dengan
penggunaan dosis yang efektif untuk tiap spesies. Masithah,
2005 melaporkan bahwa penggunaan ovaprim yang ideal
untuk ikan mas 0,5 ml/kgBB. Sedangkan untuk ikan
Sinodontis, menurut penelitian  Subandiyah  (20006)
menunjukkan kadar ovaprim 1,00 ml/kg memberikan
waktu laten paling cepat (14,67 jam) dibandingkan dengan
perlakuan lain (23,67 jam untuk 0,50 ml/kg dan 19,00
untuk 0,75 ml/kg).

Induksi progesteron berguna pada  proses
pemijahan, karena progesteroﬁ merupakan  maturation
inducing substance (MIS). Akan tetapi pada penelitian ini,
GVBD konstan dan proses menuju kematangan (migrasi

88

dan di tepi) sckitar 14%. Pengambilan sampel telur dalam
kanulasi memang berpengaruh, karena semakin dalam
maka oosit yang terambil masih dalam proses pemasakan
dan semakin ke luar maka yang diperoleh adalah telur yang
sudah siap mijah.

Menurut  Nagahama (1994), reseptor untuk
17a,20B-DP atau progesteron hanya ditemukan pada oosit
dengan tahapan post vitelogenesis. Dengan kata lain,
induksi 170,20B-DP yang dilakukan tidak akan efektif
dalam memicu pematangan oosit apabila oosit tersebut
belum menyelesaikan tahapan vitelogenesisnya karena oosit
belum mempunyai reseptor untuk 170,208-DP.

Oosit Tkan Nilem pada tahapan post-vitellogenesis
sehingga induksi progesteron yang dilakukan akan efektif.
Dari hasil penelitian diperoleh bahwa semakin besar
progesteron yang diinduksikan maka hasil pencapaian
kematangan semakin baik. Hal ini menunjukkan adanya
hasil yang positif dari perlakuan. Ketika oosit sudah
mengalami vitellogenesis penuh maka germinal vesicle
(GV) akan berada di tengah oosit.

GV mengandung maternal RNA, ribosomal RNA
dan spesifik protein seperti nucleoplasmin, suatu protein
yang terlibat dalam pembentukan pronukleus selama
fertilisasi. Tanda proses pematangan oosit adalah adanya
migrasi GV ke tepi oosit dan terjadi Germinal Vesicle Break
Down (GVBD), isi dari GV akan tersebar dalam sitoplasma.
Pada tahapan ini oosit akan meneruskan pertumbuhannya
pada meiosis I, kromo-som akan diurutkan pada meisosis
11 dan akan istirahat sampai tetjadi fertilisasi (Berg, 2003).
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Basu ¢f a/. (2004) mendapatkan bahwa pada Anabas
testudinens, jenis ikan air tawar, bahwa 17a,20b dihydroxy-4-
pregnen-3-one selaku maturation inducing hormone (MIH)
menginduksi secara komplet sampai terjadi germinal vesicle
breakdown (GVBD) oosit setelah 21 jam. Progesteron
meningkatkan sintesis protein pada tahapan IV (ukuran
medium) perkembangan oosit ikan Xenopus laevis. Tetapi
tidak mempunyai effek pada oosit yang berukuran lebih
kecil (Quertier ¢ al, 1976). Evaul ef al. (2007) menyatakan
bahwa progesteron berikatan kuat baik dengan progesteron
receptor (PR) dan androgen receptor (AR) pada Xengpus,
mengindikasikan bahwa progesteron mempunyai sinyal
yang kuat dan mendorong maturasi langsung lewat kedua
receptor dengan mengabaikan konsentrasinya.

Perlu diingat, hasil penelitian Godeau ef a/. (1978),
induksi progesteron dengan diikatkan pada molekul lain
(polyethylene oksida) sehingga memben-tuk polimer tidak
efektif menginduksi kematangan telur. Kostellow and
Morril (2007), pada oosit Katak (Rana pipiens), mendapatkan
bahwa progesteron secara in vitro terikat oleh receptor
pada permukaan sel oosit selama 4.5 jam pertama,
kemudian diikuti internaliasi oleh membran plasma
bersama dengan membran yang mengikat progesteron.
Untuk mengkomplitkan pembe-lahan meiosis pertama
membutuhkan progesteron dan satu atau lebih subsequent
yang polar dari metabolit progesteron.

Matsuyama eta/ (2002), mengungkapkan bahwa
secara in vitro steroid 17,20B-dihydroxy-4-pregnen-3-one
(17,208-P) dan  17,208,21 -trihydroxy-4-pregnen-3-one
(20B-S) efektif dan kuat menginduksi germinal vesicle brek
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down (GVBD) pada oosit Kyusen wrasse (Halichoeres
poecilopterns). Selanjutnya, sirkulasi tingkat 17,20 B-P dan 20
B-S meningkat pada waktu GVBD dan ovulasi, memberi
kesan bahwa 17,20 B-P itu dan 20 B-S bertindak sebagai
MIHs pada Kyusen wrasse (Halichoeres poecilopterns).
Menurut Liu ¢ 4/ (2005), ada dua fungsi utama

progesteron yang dimediasi oleh dua bentuk progesteron
receptor (PR) yaitu transcription-dependent pada
pemecahan telur dan transcription-independent pada
maturasi  oosit. Sehingga telur matang tidak dapat
berovulasi tanpa kehadiran dari progesteron. Sehingga
induksi progesteron yang dilaku-kan, pada akhirnya akan
memicu ovulasi oosit ikan Nilem. ’

Induksi estradiol tidak begitu baik karena ikan sudah
dalam tahapan akhir vitellogenesis. Hormon estradiol yang
diinduksikan sebagian akan menuju ke hati untuk memacu
sintesis vitellogenin. Vitellogenin yang diproduksi oleh hati
akan dibawa kembali ke gonad melalui aliran darah dan
diinternalisasi kedalam sitoplasma oosit pada proses
vitellogenesis. Qosit yang telah menyelesaikan tahapan
vitellogenesis akan memasuki fase istirahat atau
melanjutkan ke pemasakan tahap akhir sesuai dengan
stimulasi yang diterima oleh ikan. Pada penelitian ini, ikan
Nilem sudah berada pada tahapan akhir proses
vitellogenesis bahkan sudah mulai mengalami pemasakan
sehingga induksi estradiol akan berpengaruh sedikit nyata
terthadap proses pematangan oosit. Total kenaikan
prosentase tertinggi pada tahapan int di pinggir, yaitu
19,41%.
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KESIMPULAN

Induksi dilakukan pada akhir vitellogenesis untuk
menginduksi Germinal Vesicle Break Down (GIVVBD) yang
merupakan proses akhir pematangan oosit ikan. Induksi
ovaprim memberikan hasil yang paling baik daripada
induksi dengan progesteron dan estradiol. Hal ini terjadi
karena ovaprim merupakan GnRH analog yang tidak
spesifik bagi ikan sehingga dapat optimal berpengaruh
dalam proses pemasakan, sedangkan estradiol dan
progesteron merupakan senyawa yang lebih  spesifik
sehingga diperlukan dosis yang tepat agar didapat hasil yang
maksimal. Cara kanulasi juga mempengaruhi hasil telur

-yang didapat.
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