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ABSTRACT

USE OF GIANT GROUPER RECOMBINANT GROWTH HORMONE
(r-EIGH) ON BOTH GROWTH PERFORMANCE AND SEX
DIFFERENTIATION OF MILK FISH Chanos chanos (Forsskal, 1775)

by

Bella Krismonita

Market demand of milkfish has been increased. But the availability of seeds and
also the growth of milkfish is slow, becoming an obstacle in culture process. The
aim of this study was to investigate the effect of addition recombinant giant
grouper (r-EIGH) on both growth performance and sex differentiation of milkfish.
Addition of r-EIGH hormone technique was used the oral method. There were six
treatments used, without egg yolks, phosphate buffer saline, and without r-EIGH
(K (-)), with the addition of egg yolks, phosphate buffer saline, and different r-
EIGH dose (0, 3, 6, 30, 60 mg/kg of feed, (K (+), P1, P2, P3, P4, respectively)
with individualy replications. The result shows that the addition of r-EIGH
hormone on feed with dose 6 mg/kg of milkfish can be provided a specific growth
rate of 2,01%/day, absolute body growth of 15,1 g, absolute body length of 6,52
cm, and also feed conversion ratio 1,43. Whereas, sex differentiation of larvae
milkfish was observed only individual which were presumptive females on age
3,5 months. It indicates that differentiation period of this larvae might be needed
times longer than 3,5 months to be able analyze complete gonadal sex
differentiation on milkfish juvenile.

Keywords: r-EIGH, chanos chanos, growth, gonadal sex differentiation



ABSTRAK

STUDI PENGGUNAAN HORMON PERTUMBUHAN REKOMBINAN
KERAPU KERTANG (rEIGH) TERHADAP PERFORMA
PERTUMBUHAN DAN DIFERENSIASI KELAMIN IKAN BANDENG,
Chanos chanos (Forsskal, 1775)

Oleh
Bella Krismonita

Permintaan pasar terhadap ikan bandeng terus meningkat. Namun ketersediaan
benih serta pertumbuhan benih ikan bandeng yang lambat menjadi kendala dalam
budidaya. Tujuan dari penelitian ini yaitu untuk mempelajari pengaruh pemberian
hormon pertumbuhan rekombinan (r-EIGH) terhadap pertumbuhan dan
diferensiasi kelamin ikan bandeng (Chanos chanos). Teknik pemberian hormon r-
EIGH yang digunakan yaitu dengan metode oral. Terdapat enam perlakuan yang
digunakan yaitu perlakuan K- (tanpa penambahan r-EIGH, kuning telur, dan
phosphate buffer saline), perlakuan K+ (tanpa penambahan r-EIGH, namun
ditambahkan kuning telur, dan phosphate buffer saline),penambahan r-EIGH pada
pakan dengan dosis 3 mg/kg pakan (P1), 6 mg/kg pakan (P2), 30 mg/kg (P3), 60
mg/kg (P4) dengan ulangan individu pada setiap perlakuan. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa pemberian r-EIGH dengan dosis 6 mg/kg pakan pada ikan
bandeng dapat memberikan laju pertumbuhan spesifik 2,01% hari, bobot mutlak
15,1 g, panjang mutlak 6,52 cm, dan rasio konversi pakan sebesar 1,43. Sementara
itu, diferensiasi kelamin bandeng yang berumur 3,5 bulan hanya terdapat individu
dengan presumptive betina. Diduga bandeng sedang dalam masa diferensiasi,
sehingga dibutuhkan waktu yang lebih lama dari 3,5 bulan untuk dapat
menganalisa sel kelamin benih ikan bandeng.

Kata Kunci : r-EIGH, chanos chanos, pertumbuhan, diferensiasi kelamin
gonad
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. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Kebutuhan bandeng (Chanos chanos) meningkat setiap tahun, baik untuk kon-
sumsi dalam negeri, maupun luar negeri. Selama kurun waktu 2012-2015 pro-
duksi ikan bandeng di Provinsi Lampung mengalami peningkatan sebesar 45%
dari 5795,34 ton naik menjadi 8413,73 ton (Dinas Kelautan dan Perikanan Prov.
Lampung, 2015). Akan tetapi, terdapat kendala pada ketersediaan benih dalam bu-
didaya bandeng, serta pertumbuhan benih yang lambat. Sehingga perlu dipelajari
teknik peningkatan performa pertumbuhan ikan bandeng dalam upaya pemenuhan

permintaan benih bandeng (Winarsih et al., 2011).

Salah satu upaya yang dapat dilakukan untuk mengurangi kendala ketersediaan
benih bandeng yaitu pemberian hormon pertumbuhan. Hormon pertumbuhan ada-
lah polipeptida yang terdiri dari rangkaian asam amino rantai tunggal dengan uku-
ran sekitar 22 kDa yang dihasilkan di kelenjar pituitari bagian depan dengan fung-
si pleiotropik pada hewan vertebrata (Acosta et al., 2009; Rothan et al., 2014).
Rousseau & Duofur (2007) melaporkan bahwa hormon pertumbuhan memiliki
peran penting dalam regulasi pertumbuhan dan perkembangan tubuh, selain itu
juga dapat mempengaruhi reproduksi, imunitas, dan osmoregulasi pada hewan
teleostei. Terkait dengan dampak hormon pertumbuhan dalam memacu pertum-

buhan yang bertindak pada tingkat yang berbeda secara langsung pada sistem otak



dan otot, sedangkan secara tidak langsung melalui produksi endokrin atau IGF-1
(Insulin- like growth factor-1) telah ada sejak perkembangan hewan vertebrata
dan lebih dulu muncul sebelum hormon pertumbuhan ada, selain itu IGF-1 juga
ada dalam berbagai kelas invertebrata. Hormon pertumbuhan juga terlibat dalam
sistem regulasi metabolisme melalui aksi lipolitiknya dan efek anabolik pada

metabolisme protein.

Recombinant fish growth hormone (rFGH) adalah salah satu produk hormon
pertumbuhan yang dihasilkan melalui mekanisme kombinasi gen-gen yang di-
inginkan secara kloning di luar tubuh dengan bantuan sel transforman. Gen per-
tumbuhan dari ikan target diisolasi dan ditransformasikan dengan bantuan mik-
roba, seperti Escherichia coli, Bacillus, Streptomyces, dan Saccharomyces
(Rothan et al., 2014). Pembuatan rFGH yang lebih dikenal dengan rGH di
Indonesia sudah dilakukan dengan pembuatan konstruksi yang berasal dari ikan
mas (Cyprinus carpio recombinant growth hormone) (r-CcGH), ikan gurame
(Osphronemus goramy recombinant growth hormone) (r-OgGH), dan ikan
kerapu kertang (Ephinephelus lanceolatus recombinant growth hormone) (r-

EIGH).

Jenis hormon pertumbuhan r-EIGH memiliki nilai bioaktivitas biologi terbaik
yang mampu meningkatkan performa pertumbuhan ikan nila (Alimuddin et al.,
2010). Hal ini yang melatarbelakangi penggunaan r-EIGH pada penelitian ini.
Berdasarkan studi aplikasi terdapat tiga metode aplikasi r-EIGH pada ikan uji,

diantaranya yaitu: metode oral, injeksi, dan perendaman. Fauzi (2015) dan



Handoyo (2017) melakukan penelitian dengan menggunakan dosis r-EIGH
sebanyak 2 mg/kg pakan dan 30 mg/kg pakan secara oral terbukti mampu
meningkatkan pertumbuhan bobot ikan nilem dan sidat berturut-turut sebesar
2,42%, dan 1,78% dibanding kontrol. Kemudian, aplikasi r-EIGH secara injeksi
dengan dosis 1 p!/ telah terbukti mampu meningkatkan bobot ikan nila sebesar
20,94% (Alimuddin et al., 2010). Selanjutnya, pemberian r-EIGH dengan metode
aplikasi perendaman menggunakan dosis 12 mg// mampu meningkatkan per-
tumbuhan bobot ikan sidat sebesar 37,4% dibanding kontrol (Handoyo, 2012).
Berdasarkan ketiga metode aplikasi r-EIGH tersebut, metode yang cukup aplikatif
untuk stadia benih yaitu metode melalui pakan (oral). Sejauh ini belum ada in-
formasi aplikasi hormon r-EIGH terhadap performa pertumbuhan bandeng me-
lalui metode oral sehingga perlu dilakukan penelitian pemberian r-EIGH pada
bandeng untuk menigkatkan performa pertumbuhan bandeng melalui stimulus
produksi IGF-1 (Insulin Growth Factor-1 ) pada hati. Juga, perlu dipelajari di-
ferensiasi kelamin pada benih bandeng yang sebelumnya pernah ada. Dengan
demikian, penelitian ini diharapkan mampu meningkatkan pengetahuan dan

proses budidaya bandeng.

B. Tujuan Penelitian
Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah untuk mempelajari pengaruh aplikasi
hormon pertumbuhan rekombinan r-EIGH dengan dosis yang berbeda terhadap

performa pertumbuhan dan diferensiasi kelamin bandeng (Chanos chanos).



C. Manfaat
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi bagi praktisi budidaya
tentang dosis yang tepat dalam penggunakan hormon pertumbuhan rekombinan r-

EIGH terhadap pertumbuhan dan diferensiasi kelamin bandeng (Chanos chanos).

D. Kerangka Pemikiran

Budidaya bandeng memiliki masalah dalam hal pertumbuhan yang lambat,
diferensiasi kelamin belum ada, dan ketersediaan benih yang rendah. Sehingga
alternatif penggunaan hormon pertumbuhan rekombinan (rGH) dapat dijadikan
solusi untuk memecahkan masalah tersebut. Secara umum, mekanisme kerja r-
EIGH dalam mempengaruhi performa pertumbuhan bandeng dapat secara
langsung maupun tidak langsung (Mengadopsi dari mekanisme kerja rGH
menurut Yamaguchi et al., 2006; Rousseau & Duofur, 2007). Saat mekanisme
secara langsung terjadi, rGH akan menginduksi diferensiasi sel-sel prekursor
(metabolisme lemak, karbohidrat, suplay nitrogen pada organisme masa
pertumbuhan), hormon pertumbuhan dapat bertindak secara langsung tepat pada
sistem syaraf pusat (otak) dan otot tanpa perantara IGF-1 dalam hati. Sedangkan
saat mekanisme tidak langsung, hormon pertumbuhan secara otomatis akan
memproduksi endokrin atau IGF1 Insulin Growth Factor-1 adalah faktor
pertumbuhan utama yang disekresi oleh hati. Di dalam hati rGH diubah menjadi
IGF-1 yang juga dikenal dengan somatomedin C yang banyak dihasilkan oleh
hati dengan rangsangan hormon pertumbuhan yang dihasilkan oleh kelenjar

pituitari. Peptida Somatomedin diekspresikan di otak, kemudian terlibat dalam



kontrol hipofisis serta mengatur regulasi asupan makanan dengan parameter rasio

konversi pakan diharapkan rendah dan performa pertumbuhan meningkat.

Berdasarkan uraian di atas, diharapkan pemberian hormon pertumbuhan

rekombinan r-EIGH dapat meningkatkan performa pertumbuhan bandeng.

Budidaya bandeng
(Chanos chanos)

{

Benih bandeng berumur 1
bulan, dengan ukuran 3-5 cm,

bobot + 2 g
Tanpa Menggunakan
hormon hormon
r-EIGH r-EIGH

Ikan bandeng mengabsorbsi pakan
dengan baik melalui mekanisme IGF-
1 pada organ hati

Mekanisme osmoregulasi
secara osmotik, tidak
terdapat aktivitas produksi

IGF-1pada organ hati.

: LPS, BM, PM, FCR,
dan Diferensiasi
- Kelamin

L Parameter penelitian ini

-

1
1
Tidak ada pengaruh |
< > Ada pengaruh

Pertumbuhan benih @

bandeng lambat. Pertumbuhan benih
bandeng meningkat.

Gambar 1. Kerangka Pikir Penelitian



E. Hipotesis

Hipotesis yang digunakan dalam penelitian ini adalah :

Ho : ti=0 Tidak ada pengaruh dosis r-EIGH yang berbeda terhadap performa
pertumbuhan dan diferensiasi kelamin bandeng (Chanos chanos)

dengan selang kepercayaan 95%.

Hi:ti#0 Minimal ada satu pengaruh dosis r-EIGH yang berbeda terhadap
performa pertumbuhan dan diferensiasi kelamin bandeng (Chanos

chanos) dengan selang kepercayaan 95%.



. TINJAUAN PUSTAKA

A. Biologi Reproduksi Bandeng (Chanos chanos)

Bandeng adalah jenis ikan eurihaline, bandeng dapat hidup pada kisaran kadar
garam yang cukup tinggi (5-35 ppt) (Syahid et al., 2006). Oleh karena itu ikan
bandeng dapat bertahan hidup di lingkungan air tawar, air payau, dan air asin
(Purnomowati et al., 2007). Bandeng yang hidup di daerah air asin biasanya
bandeng yang telah dewasa dan telah matang gonad. Bandeng biasa memijah
secara alami di daerah pantai yang jernih dengan kedalaman 40-50 meter, dan

ombak yang sedikit beriak karena sifat telurnya yang melayang (Ahmad, 1998).

Pemijahan bandeng berlangsung parsial, yaitu telur matang dikeluarkan sedang-
kan yang belum matang terus berkembang di dalam tubuh untuk pemijahan
berikutnya. Dalam setahun, induk bandeng dapat memijah lebih dari satu kali.
Jumlah telur yang dihasilkan dalam satu kali pemijahan berkisar antara 300.000-
1.000.000 butir telur (Murtidjo, 1989). Menurut Mudjiman (1983), pemijahan
alami berlangsung dalam kelompok-kelompok kecil yang tersebar di sekitar
karang atau perairan yang jernih dan dangkal di sekitar pulau pada bulan Maret,
Mei, dan September, sampai Januari. Bandeng memijah pada tengah malam

sampai menjelang pagi.



Fenomena saat bandeng memijah dapat dikenali dengan indikasi bandeng jantan
dan bandeng betina berenang beriringan dengan posisi jantan di belakang betina.

Pemijahan lebih sering terjadi pada fase rendah dan fase bulan seperempat.

B. Hormon Pertumbuhan (Growth Hormone / GH)

Hormon Pertumbuhan (Growth Hormone) merupakan polipeptida yang terdiri
dari rangkaian asam amino rantai tunggal dengan ukuran sekitar 22 kDa yang
dihasilkan di kelenjar pituitari dengan fungsi pleiotropik pada setiap hewan verte-
brata (Acosta et al., 2009). Menurut Forsyth & Wallis (2002) hormon per-
tumbuhan merupakan suatu polipeptida yang penting dan diperlukan agar mem-
peroleh pertumbuhan yang normal. Selain itu, efek dari hormon pertumbuhan pa-
da pertumbuhan somatik pada hewan vertebrata memiliki beberapa peranan
seperti dalam sistem reproduksi, metabolisme, osmoregulasi, sistem imunitas
tubuh, dan kelangsungan hidup (Mancera et al., 2002; Wong et al., 2006;

Debnath, 2010).

Salah satu produk hormon pertumbuhan yang dihasilkan melalui kombinasi dari
gen-gen yang di klon di luar tubuh dengan bantuan sel transforman, dalam hal ini
gen pertumbuhan dari ikan target diisolasi dan ditransformasikan dengan bantuan
mikroba, seperti Escherichia coli, Bacillus, Streptomyces, dan Saccharomyces
yaitu Recombinant fish growth hormone (rFGH) atau biasa disebut (rGH) (Rothan
et al., 2014). Aplikasi hormon pertumbuhan rekombinan (rGH) pada ikan dibagi
menjadi 3 cara yaitu secara oral, perendaman, dan injeksi. Penerapan hormon

secara oral yaitu pemberian hormon pertumbuhan pada pakan alami atau buatan.



Pemberian hormon pada pakan alami dilakukan dengan merendam pakan alami
pada larutan hormon pertumbuhan rekombinan (rGH), sedangkan pada pakan
buatan pemberian hormon dilakukan dengan metode spray. Pembuatan rGH di
Indonesia sudah dilakukan dengan membuat konstruksi hormon pertumbuhsn dari
ikan mas (Cc-GH), ikan gurame (Og-GH), dan ikan kerapu kertang (EI-GH).
Ketiga jenis hormon pertumbuhan tersbut kemudian diaplikasikan melalui metode
penyuntikan pada ikan Nila berturut turut mampu meningkatkan bobot ikan nila
sebesar; 20,94% (r-EIGH); 18,09%( r-CcGH); dan 16,99% (r-OgGH) (Alimuddin
et al., 2010). Selain dengan penyuntikan, pemberian r-EIGH melalui pakan alami
telah dilaporkan Rahmawati (2011) mampu meningkatkan pertumbuhan ikan
gurame sebesar 13% dibandingkan kontrol. Penerapan metode perendaman r-
EIGH pada ikan gurame mampu meningkatkan bobot hingga 75% dibandingkan

kontrol pada dosis r-EIGH 30 mg/L (Putra, 2011) .

Pada saat stadia larva atau benih yang berukuran sangat kecil biasanya digunakan
metode perendaman, ketika ukuran benih yang digunakan terbilang lebih besar
maka metode yang diberikan ialah dengan oral yaitu pemberian hor-mon pada
pakan, hal ini dilakukan untuk memberi efisiensi pemakaian hormon pertumbuhan
rekombinan r-EIGH. Untuk memperbaiki performa pertumbuhan maupun repro-
duksi ikan pada stadia indukan, metode yang diaplikasikan yaitu dengan pe-
nyuntikan atau injeksi. Hal ini dilakukan karena ukuran bobot tubuh ikan yang

digunakan cukup besar.



C. Mekanisme Kerja rGH pada Pertumbuhan

Mekanisme kerja rGH serupa dengan mekanisme kerja GH endogenus yang dapat
terjadi secara langsung maupun tidak langsung. Saat mekanisme secara langsung,
rGH akan menginduksi diferensiasi sel-sel perkusor terkait fungsi fisiologi tanpa
perantara IGF-1 (Insulin Like Growth Factor-1) dalam hati atau langsung ke
organ target. Sedangkan mekanisme secara tidak langsung, pertumbuhan
dimediasi melibatkan IGF-1 dalam hati. Di dalam hati rGH akan diubah menjadi
IGF-1. IGF-1 yang dikenal dengan somatomedin di-hasilkan oleh hati dengan
rangsangan hormon pertumbuhan yang dihasilkan oleh kelenjar pituitari. Selain
pada organ hati, IGF-1 dapat terekspresi pada organ ginjal, saraf, kulit, hemato-
poietik, dan sel paru-paru. Namun, IGF-1 terekspresi paling besar pada organ hati,
yaitu sebesar 75% dibanding dengan organ lainnya. IGF-1 yang diproduksi oleh
hati berfungsi untuk meningkatkan pertumbuhan jaringan. IGF-1 termasuk ke-
dalam kelompok zat-zat yang dikenal sebagai faktor-faktor pertumbuhan bersama
unsur-unsur pertumbuhan epidermal (kulit), trans-formasi (pertukaran), pem-
bentukan platelet (darah), fibroblas (otot), syaraf serta faktor pertumbuhan siliary
neutropik (sel). IGF-1 adalah hormon yang dieksresi-kan oleh hati akibat adanya
hormon pertumbuhan (Yamaguchi et al., 2006). Secara umum, mekanisme kerja

rGH dapat dilihat pada Gambar 2.
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Gambar 2. Mekanisme kerja GH terhadap pertumbuhan (modifikasi dari
Moriyama et al., 2004).

D. Diferensiasi Kelamin

Proses diferensiasi kelamin (gonad) pada ikan terjadi melalui empat tahap, yaitu
pembentukan primordial germ cell, pembentukan diformisme, dan ditandai de-
ngan adanya sejumlah besar germ cell dan pembentukan rongga ovarium.
(Kobayashi, 2010). Hormon pertumbuhan dilaporkan dapat memengaruhi proses
diferensiasi kelamin. Hormon pertumbuhan berperan sebagai pengatur sinyal da-
lam reproduksi, yaitu dalam mengatur poliferasi diferensiasi kelamin pada gonad.

Selama proses diferensiasi GH akan bekerja dibantu dengan GnRH untuk
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melepaskan gonadotropin pituitari dalam proses perkembangan gonad (Sirotkin,

2005).

Perkembangan gonad pada kelompok ikan gonokhoris dalam kesempatan ini
mengambil contoh ikan Cichlasoma dimerus. Beberapa tahapan perkembangan
gonad yaitu: diawali dengan tahap gonad belum berdiferensiasi (undiferentiated
gonad) dengan ciri-ciri gonad pada saat setelah pembuahan pada hari ke-12
setelah penetasan terdapat sepasang primordia gonad cells (PGC) yang terletak
pada posterior rongga perut, tepat di bawah ginjal dan menempel pada peritoneum
dorsal (Gambar 3A & 3B). PGC disusun oleh kelompok-kelompok germ cell (G)

yang berbentuk bulat dan oval yang dikelilingi somatic cell (Gambar 3C).

Gambar 3. Perkembangan gonad Cichlasoma dimerus pada hari ke-14; cm,

mitokondria yang melengkung;
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cp, cytoplasmic; d, desmosom; E, sel epitel; G, germ cell; K, ginjal; M, mesentri
gonad; m, sel mitotik; nu, nukleolus; SU, support cell; tj, simpangan sempit.
(Meijide et al., 2005)

Kurang lebih dua minggu selanjutnya morfologi gonad mulai membentuk
mesenteries pendek (Gambar 4A). Germ cells (G) mengalami mitosis pada gonad
yang tidak berdiferensiasi (Gambar 4B). Seiring dengan pembelahan mitosis,
jumlah germ cells (G) bertambah. Akibatnya, ukuran gonad bertambah dan

beberapa germ cell terdapat dalam potongan melintang (Gambar 4B).

Gambar 4. Perkembangan gonad Cichlasoma dimerus pada hari ke-25; E, sel
epitel; G, germ cell; K, ginjal; M, mesentri gonad; m, sel mitotik; sb, gelembung
renang; SU, support cell. (Meijide et al., 2005)

Gonad tetap tidak berdiferensiasi pada hari ke-38 (Gambar 5A), akan tetapi ba-

nyak terdapat mitokondria yang berbentuk bola atau oval terletak di sekitar inti

sel (Gambar 5B).
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Gambar 5. Perkembangan gonad Cichlasoma dimerus pada hari ke-38; cp,
cytoplasmic; G, germ cell; ml, mitokondria lamellar; n, nukleolus; SU, support
cell. (Meijide et al., 2005)

Selanjutnya, proses diferensiasi ovarium lebih dulu terjadi dibanding diferensiasi
testis, hal ini yang biasa terjadi pada teleost. Pada minggu ke-6 banyak oogonia
yang telah memasuki fase meiosis, menjadi pimary oosit (PO). Oogonia mulai
menonjol dengan nukleolus besar, mitokondria (M) dengan krista lamellar (C),

dan retikulum endoplasma halus yang berlimpah (Gambar 5A).

A

Gambar 6. Diferensiasi ovarium Cichlasoma dimerus pada hari ke-42 setelah

pembuahan; c, kapiler darah; E, sel epitel; M, mesovery; PF, perifollicel cell; PO,

oosit yang telah mengalami meiosis. (Meijide et al., 2005)
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Pada hari ke-100 ovarium terdapat banyak folikel yang telah berkembang, selain

itu juga terdapat genosit muda dan beberapa oogonia (Gambar 7A).

A

Gambar 7. Diferensiasi ovarium Cichlasoma dimerus pada hari ke-100 setelah
pembuahan; DO, oosit yang telah meiosis tahap ke-4; ol, lumen ovari; PO, oosit

yang telah mengalami meiosis. (Meijide et al., 2005)

Berbeda dengan perkembangan ovarium, tanda-tanda diferensiasi testis tidak
terlihat sampai hari ke-72. Gonad tidak terdiferensiasi pada hari ke-65 (Gambar

8A).

Gambar 8. Diferensiasi testis Cichlasoma dimerus pada hari ke-65 setelah
pembuahan; dd, saluran pencernaan; M, mesorchium; S, spermatogonium.
(Meijide et al., 2005)
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Pada minggu ke-10 terjadi proliferasi mitotik spermatogonia terjadi dan pembuluh
darah terlihat jelas di daerah dorsal testis. Beberapa spermatogonia mengalami

pembelahan mitosis (Gambar 9A).

Gambar 9. Diferensiasi testis Cichlasoma dimerus pada hari ke-72 setelah
pembuahan; c, kapiler darah; E, sel epitel; M, mesorchium; m, sel mitotik; SA,

spermatogonium A; SB, spermatogonium B; SE, sel sertoli. (Meijide et al., 2005)

Pada hari ke-80, aktivitas meiotik ditandai adanya spermatosit pada tahap awal

profase meiosis (Gambar 10A).
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Gambar 10. Diferensiasi testis Cichlasoma dimerus pada hari ke-80 setelah
pembuahan; c, kapiler darah; E, sel epitel; I, sel pembatas; M, mesorchium; m, sel
mitotik; PS, spermatosit yang elah meiosis; SA, spermatogonium A; SB,

spermatogonium B; SE, sel sertoli; SP, spermatosit. (Meijide et al., 2005)

Pada hari ke-100, Spermatogenesis terjadi dalam Kista (c), pada setiap kista (c)

terdapat sel-sel benih yang akan berkembang. (Gambar 11A)
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Gambar 11. Diferensiasi testis Cichlasoma dimerus pada hari ke-100 setelah
pembuahan; al, lamella anulla; c, kapiler darah; E, sel epitel; GR, granulosit; ml,
mitokondria lamella; n, nukleolus; ne, kantung nukleus; PS, spermatosit yang

sudah meiosis; sc, synaptonemal complex. (Meijide et al., 2005)

Kemudian, pada model reproduksi hermaprodit protandri ikan Mexican snook,
terdapat tahapan diferensiasi testis yang diklasifikasikan menjadi lima Tahapan;
Gonadal Primordium belum berdiferensiasi (hari ke-136 - 171 ), diferensiasi testis
awal (hari ke-178 - 213 ), diferensiasi testis pertengahan (hari ke-227-255),
diferensiasi testis akhir (hari ke-269 - 339), diferensiasi testis lengkap (hari ke-
355-367). Tahapan-tahapan ini termasuk pembentukan PGCs (Primordial germ
cells) di daerah ventral gonad serta proliferasi somatic cells, dan morfogenesis
lobulus seminiferous. Pada saat belum berdiferensiasi gonad Mexican snook pada
hari ke-171 secara histologis, primordium gonad cells (PGC) terletak tepat di
bawah ginjal, meenggantung pada dinding perut yang disebut mesogonium
(Gambar 12,B). Setelah PGC muncul selanjutnya muncul somatic cells (Gambar

12C & 12D).
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Gambar 12. Gonad Mexican snook belum berdiferensiasi hari ke-171; bv,
pembuluh darah; gm, mesenteri gonad; gp, gonadal primordium; PGC,
primordium gonad cell. (Vidal-Lépez et al., 2019)

Pada awal masa diferensiasi yaitu hari ke-178 - 213 terdapat ciri-ciri diferensiasi
testis yaitu pembentukan PGC pada ventral gonad, selanjutnya akan tumbuh
membentuk sistem saluran efektif pada gonad. Pada tahap ini, kapiler darah
berkembang di daerah anterior gonad, dekat dari mesenterium gonad. Dalam

jaringan gonad, proliferasi somatic cells tampak membentuk stromatic (Gambar

13F).
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Gambar 13. Gonad Mexican snook pada awal diferensiasi hari ke-178 — 213; eda,
saluran pencernaan; gc, germs cell; gm, mesentri gonad; sa, kumpulan stroma.
(Vidal-Lopez et al., 2019)

Pada hari ke-227 - 255 terdapat dua bagian gonad yang sedang berkembang:
daerah germinal dan hilar. Di bagian ventral testis germ cells, A-spermatogonia

(Asg) muncul dikelilingi oleh kelompok somatic cells (SC).

Gambar 14. Gonad Mexican snook pada pertengahan diferensiasi hari ke-227 -
255; Asg, spermatogonia A; bv, pembuluh darah; ct, jaringan penghubung; ed,
saluran efferent; go, sel gonial; nst, kumpulan germline; sc, somatic cell. (Vidal-
Lopez et al., 2019)
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Pada hari ke- 269-339 A-spermatogonia (Asg) terus berkembang biak di dalam
germline (ger), menimbulkan B-spermatogonia (Bsg), lebih padat (Gambar 15D).
B-spermatogonia (Bsg) ini mulai dikelilingi oleh sel-sel sertoli yang menyatu
dengan kumpulan germline (ger) (Gambar 15D & 15E). Pembuluh darah testis

terus berkembang pada tahap ini.

Gambar 15. Gonad Mexican snook pada akhir diferensiasi hari ke-269 - 339; Asg,
spermatogonia A; Bsg, spermatogonia B; ct, jaringan penghubung; ep, epithelium
bagian luar; ed, saluran efferent; nst, kumupulan stroma; pse, pra- sel sertoli.
(Vidal-Lopez et al., 2019)

Pada hari ke-355 - 367 diferensiasi testis Mexican snook dianggap sudah lengkap
ketika testis menunjukkan aktivitas spermatogenik di lobulus seminiferus,
dibuktikan dengan adanya sel spermatogenik (se) yang mengandung spermatosit

primer (sc1) (Gambar 16C).
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Gambar 16. Gonad Mexican snook berdiferensiasi lengkap pada hari ke-355 -
367; Asg, spermatogonia A; Bsg, spermatogonia B; Scl, somatic cell 1; Se, sel
sertoli. (Vidal-Lopez et al., 2019)
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I11. METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini akan dilaksanakan pada bulan Juni - September 2019 selama 76

hari, bertempat di Laboraturium Lapang Terpadu, Universitas Lampung.

B. Alat dan Bahan
1. Tabel

Tabel.1 Alat yang digunakan selama penelitian

Nama alat Ukuran / Jumlah Keterangan

Bak fiber 2x1m® /6 unit Wadah pemeliharaan
Baskom @20cm /6 unit Wadah pencampuran pakan
Blower - / 2 Unit Suplai oksigen

Selang aerasi 2m /12 unit Media suplai oksigen
Batu aerasi - /12 unit Media suplai oksigen
Termometer - / 6 unit Alat ukur suhu

pH meter - / 1unit Alat ukur pH

DO meter - / 1 unit Alat ukur DO
Refraktometer - / 1 unit Alat ukur salinitas
Erlenmayer 250 ml / 5 unit Wadah pencampuran
Hotplate stirrer - / 1 unit Alat homgen larutan
Magnetic stirrer - /1 unit Pengaduk larutan
Penggaris 30cm / 3unit Alat ukur panjang
Neraca analitik -/ lunit Alat ukur bobot
Timbangan digital -/ 3unit Alat ukur bobot

Alat bedah -/ 3unit Alat untuk pembedahan
Botol sampel 100 ml /255 unit Wadah sampel

Tabung eppendorf 1,5ml /60 unit Wadah sampel

Rak tabung eppendorf - /2 unit Wadah tabung eppendorf
Mikropipet -/ Lunit Alat pemindah cairan
Alumunium foil - [ 1pack Wadah sampling

Seser - [ 2unit Alat penangkap ikan



Plastik zip 15x 20 cm/ 1 pack Wadah sampel

Karet gelang - /1 pack Pengikat plastik
Mikroskop - / 1 unit Alat untuk mengamati sampel
Kamera - /1 unit Alat dokumentasi
Sprayer 50 ml /5 unit Wadah semprot hormon
2. Bahan

Tabel 2. Bahan yang digunakan selama penelitian

Nama bahan Jumlah

Hormon r-EIGH ( mina grow ) 49,5 mg

Benih ikan bandeng ukuran 3-5 cm 750 ekor

Larutan PBS 5ml

Aquades 125 ml

Larutan Buffer Neutral Formalin (BNF) 10% 51

Kuning telur 50 mg

Etanol absolut 70% 51

Pakan komersil protein 40% 6 kg

C. Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian yang digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap (RAL)

yang terdiri dari 6 perlakuan dengan metode ulangan individu. Perlakuan yang

diberikan berupa penambahan hormon pertumbuhan re-kombinan (r-EIGH)

pada pakan. Perlakuan penelitian yang diberikan adalah sebagai berikut :

K+: Kontrol (+) (penambahan kuning telur dan PBS pada pakan).

K- : Kontrol (-) (tanpa penambahan bahan pada pakan).

P1:

P2 :

P3:

P4 :

Penambahan hormon pertumbuhan rekombinan (r-EIGH) 3 mg/kg pakan.

Penambahan hormon pertumbuhan rekombinan (r-EIGH) 6 mg/kg pakan.

Penambahan hormon pertumbuhan rekombinan (r-EIGH) 30 mg/kg pakan.

Penambahan hormon pertumbuhan rekombinan (r-EIGH) 60 mg/kg pakan.
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Model Rancangan Acak Lengkap (RAL) yang digunakan adalah :
Yij=u + i + €ij

Keterangan :

Yij : data pengamatan perlakuan perendaman ke-i, ulangan ke-j

u :nilai tengah umum

Ti : pengaruh pemeberian perlakuan perendaman ke-i

eij : galat percobaan pada perlakuan perendaman ke-i dan ulangan ke-j

i :perlakuan perendaman A,B,C.

j :ulangan (1,2,3)

D. Persiapan Wadah

Bak fiber yang berukuran 2 x 1 m? yang akan digunakan dibersihkan, kemudian
dikeringkan. Setelah bak kering, diisi air sebanyak 200 | air yang terdiri dari air
laut sebanyak 30 | dan 170 I air tawar untuk memperoleh salinitas pada media pe-
meliharaan sebesar 5 ppt. Selanjutnya aerasi dipasang, air yang telah ditampung

dibiarkan selama 24 jam dengan aerasi penuh.

E. Ikan Uji

Ikan uji yang digunakan adalah benih bandeng yang berumur 1 bulan dengan
panjang 3 - 5 cm dan berat £2 g sebanyak 750 ekor yang dibagi 6 bak, dengan
padat tebar pada bak fiber sebanyak 112 ekor/200 | air pada urutan tiga bak per-
tama yaitu perlakuan K-, K+, dan P1. Sedangkan pada urutan tiga perlakuan
selanjutnya diisi sebanyak 113 ekor/200 | air yaitu pada bak perlakuan P2, P3, dan
P4. Benih diaklimatisasi terlebih dahulu di dalam bak fiber selama 24 jam. Ikan

uji di-pelihara selama 76 hari, untuk pemeliharaan benih bandeng padat tebar

25



terbaik yaitu 10 ekor/ m? ( Yogi et al., 2016). Ikan dipelihara pada kondisi
salinitas 5 ppt, dan suhu air 28-31°C. Air pemeliharaan diganti sebanyak 50%

setiap seminggu sekali, sebelum pemberian pakan dilakukan.

F. Perlakuan Pemberian rEIGH Secara Oral

1. Penyiapan pakan

Pembuatan pakan perlakuan dilakukan dengan cara r-EIGH ditimbang terlebih
dahulu dengan dosis 3 mg/kg pakan, 6 mg/kg pakan, 30 mg/kg pakan dan 60
mg/kg pakan. Setelah itu disiapkan larutan PBS (Phosphate buffer saline) 2 ml,
air 50 ml, dan kuning telur ditimbang 20 mg/kg pakan. Kemudian r-EIGH yang
telah ditimbang dilarutkan kedalam larutan PBS (phosphate buffer saline), ke-
mudian dicampurkan pada kuning telur ayam sebanyak 20 mg/kg pakan yang
berfungsi sebagai pengikat, dan penyalut. Kemudian dimasukkan kedalam erlen-
meyer untuk dihomogenisasikan menggunakan magnetic stirrer. Kemudian hasil
tersebut dimasukkan ke wadah penyemprotan, setelah itu dilakukan penyemprotan
secara merata hingga pakan perlakuan tidak lembab dan tidak ada sisa larutan
hormon. Jika sudah merata, kemudian pakan per-lakuan dikering anginkan selama
10 - 15 menit. Pakan uji dapat di-aplikasi-kan ke ikan uji setelah didiamkan se-
lama 24 jam dan disimpan pada suhu 4° C. Selain itu juga, pakan yang tidak diberi
r-EIGH disalut (coating) dengan cara penyemprotan menggunakan kuning telur
ayam dan larutan PBS yang telah dihomogenisasikan menggunakan magnetic
stirrer. Pakan dikering anginkan selama 10 - 15 menit, dan didiamkan selama 24

jam pada suhu ruangan. Setelah itu, pakan uji siap diberikan ke ikan.
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2. Pemberian dosis rEIGH

Dosis rEIGH tertinggi ditentukan berdasarkan hasil penelitian Handoyo &
Utomo (2017) pada benih ikan sidat, yaitu 30 mg/kg pakan, namun dosis
tersebut ditingkatkan sebanyak 2 kali untuk melihat pengaruh beda nyata pada
penelitian sebelumnya dengan frekuensi pemberian dua kali setiap satu minggu.
Pada penelitian ini, dosis rEIGH dalam pakan adalah sebesar 0; 3; 6; 30; dan

60 mg/kg pakan.

G. Manajemen Pemberian Pakan

Pemberian pakan ikan bandeng diberikan dengan frekuensi sebanyak 3 kali sehari
secara at statiation yaitu pada pukul 08.00 WIB, 13.00 WIB, dan 17.00 WIB.
Pakan yang digunakan yaitu berupa pakan komersil (pellet) tenggelam dengan

kandungan protein sebesar 40%.

H. Pemberian Pakan Perlakuan
Pemberian pakan perlakuan (K (-), K (+), dan penambahan r-EIGH 3, 6, 30, dan

60 mg/kg pakan) dilakukan setiap 2 kali seminggu selama 6 minggu.

I. Prosedur Sampling

Data performa pertumbuhan diambil dengan cara mngukur panjang tubuh ikan
dengan penggaris dan menimbang bobot ikan uji dengan timbangan digital
sebanyak 20 sampel pada masing-masing perlakuan. Kemudian diambil potongan
badan ikan bandeng (trunk) pada bagian posterior sampai sebelum anal untuk

diuji histologi, sampel difiksasi menggunakan larutan formalin 10% dengan rasio
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sampel: formalin adalah 1:10, dilakukan selama 24 jam. Keesokan harinya larutan
fiksatif diganti dengan ethanol 70% disimpan dalam suhu ruang sampai dilakukan
proses histologi. Pada uji histologi pembuatan preparat trunk di mulai dengan
pemotongan (trimming), fiksasi, dehidrasi, clearing, dan impregnasi. Kemudian
dilakukan proses blocking dengan paraffin dan dilakukan pemotongan meng-
gunakan mikrotom dengan ketebalan 5um. Setelah itu proses pewarnaan meng-
gunakan haematoksilin dan eosin, lalu dilakukan pembuatan preparat trunk.
Pembuatan preparat pada penelitian ini dilakukan di Balai Veteriner Lampung.
Kemudian dilakukan pembacaan hasil histologi trunk di Laboraturium Budidaya
Perairan, Universitas Lampung. Sampling TO dilakukan pada hari ke-0 penelitian
dimulai, selanjutnya sampling T1 di-lakukan pada hari ke-20 pemberian
perlakuan, sampling T2 dilakukan pada hari ke-48 setelah itu ikan dipelihara
tanpa pemberian perlakuan selama 1 bulan, dan pada hari ke-76 penelitian

dilakukan sampling T3.

J. Manajemen Kualitas Air
Pengukuran pH dan DO dilakukan 3 kali yaitu pada saat awal, perlakuan dan saat
akhir pemeliharaan. Adapun pengukuran suhu dilakukan setiap hari, dan

pengukuran salinitas dilakukan setiap satu minggu sekali.

K. Parameter Penelitian

1. Laju Pertumbuhan Spesifik

Laju pertumbuhan spesifik dihitung dengan rumus yaitu (Mundheim et al., 2004) :
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LPS = laju pertumbuhan spesifik (% hari)

Keterangan :

Wt = hobot ikan pada akhir penelitian (g)

Wo = bobot ikan pada awal penelitian (g)

t  =lama pemeliharaan selama penelitian (hari)

2. Pertumbuhan Mutlak

Perhitungan pertumbuhan bobot dan panjang mutlak dapat dihitung dengan rumus

(Effendi, 1997; Effendi et al., 2006) :

PBM = Wt — Wo
Keterangan :
PBM = pertumbuhan bobot mutlak (g)
Wt = bobot rata-rata akhir penelitian (g)

Wo = bobot rata-rata awal penelitian (g)

PPM = Lt— Lo
Keterangan :
PPM = pertumbuhan panjang mutlak (cm)
Wt = panjang rata-rata akhir penelitian (cm)

Wo = panjang rata-rata awal penelitian (cm)

29



3. Konversi Pakan (Feed Convertion Ratio)

Konversi pakan merupakan indikator untuk mengetahui efektivitas pakan yang
merupakan salah satu parameter yang digunakan untuk menambah jumlah pakan
yang didapat dimanfaatkan oleh organisme budidaya (Widarnani et al., 2012).
Menurut Stefens (1989) rasio konversi pakan dihitung berdasarkan rumus sebagai

berikut:

F

FCR =
(Wt +Wd) —Wo

Keterangan :

FCR = rasio konversi pakan (g)

Wt = bobot ikan diakhir penelitian (g)
Wo = bobot ikan diawal penelitian (g)
Wd = bobot ikan yang mati (g)

F = jumlah pakan yang diberikan selama penelitian (Q)

4. Histologi Gonad

Preparat hasil uji histologi gonad yang diambil dari bagian trunk benih ikan
bandeng diamati dibawah mikroskop dengan membandingkan antar perlakuan
kontrol dan P1, P2, P3, dan P4. Hasil yang diharapkan yaitu adanya pengaruh

pemberian hormon r-EIGH terhadap perkembangan gonad ikan bandeng.
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L. Analisis Data

Data laju pertumbuhan spesifik dan pertumbuhan mutlak dianalisis secara kuanti-
tatif dengan aplikasi perangkat lunak Microsoft Excel 2013, dan pengolah data
statistik SAS 9.4 dengan taraf kepercayaan 95%, kemudian jika berbeda nyata
maka dilakukan uji lanjut dengan uji Duncan. Sedangkan untuk data rasio

konversi pakan, dan diferensiasi kelamin dianalisis secara deskriptif.
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V. PENUTUP

A. Kesimpulan

Kesimpulan yang diperoleh dari penelitian ini yaitu pemberian dosis r-EIGH
terbaik yaitu 6 mg/kg pakan pada bandeng, karena mampu menghasilkan laju
pertumbuhan spesifik sebesar 2,01% /hari, pertumbuhan panjang dan bobot
mutlak sebesar 6,52 cm dan 15,1 g, serta menghasilkan angka rasio konversi
pakan sebesar 1,43 dibandingkan dengan semua perlakuan. Pada diferensiasi
kelamin bandeng ditemukan presumptive betina pada benih bandeng umur 3,5

bulan.

B. Saran

1. Pembudidaya dapat mengaplikasikan hormon pertumbuhan r-EIGH dengan
dosis 6 mg/kg pakan untuk meningkatkan pertumbuhan ikan bandeng.

2. Perlu dilakukan studi lebih lanjut terkait diferensiasi kelamin bandeng lebih

dari 3,5 bulan.
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