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ABSTRAK

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengevaluasi efektivitas suplementasi ekstrak
serbuuri pinus melalui pakan terhadap maskulinisasi dan kinerja reproduksi ikan
gapi. Penelitian ini menggunakan rancangan acak lengkap yang terdiri dari lima
perlakuan suplementasi ckstrak serbuk sari pinus dengan tigEJulangan, yaitu
meliputi 10 mg ekstrak serbuk sari pinus per kg pakan (SSP10), 50 mg kg pakan
(SSP50), 250 mg kg pakan (SSP250), 1 mg 17a-metiltestosteron per kg pakan
(MT) sebagai kontrol positif dan kontrol (K) tanpa suplementasi. lkan uji yang
digunakan adalah indulZ3api bunting diberi pakan perlakuan selama 15 hari dan
dipelihara sampai anak kelahiran pertama (B 1) dan kedua (B2). Hasil penelitian ini
menunjukkan bahwa pemberian ekstrak serbuk sari pinus mampu meningkatkan
persentase nisbah kelamin jantan pada B1, namun tidak pada B2. Suplementasi
ekstrak serbuk sari pinus pada induk bunting tidak mempengaruhi kinerja
reproduksi. Persentase nisbah kelamin jantan Bl pada perlakuan SSP50 dan
SSP250 tidak berbeda nyata, secara berurutan 63.9 % dan 66 4 %, tetapi keduanya
lebih tinggi dibandingkan kontrol-1 31,3 %, namun masih lebih rendah
dibandingkan perlakuan MT 819 % (P<0). Perlakuan MT pada B2 memiliki
nisbah kelamin jantan tertinggi (48.4%) dan berbeda nyata dengan perlakuan
lainnya (P<0.05). Suplementasi ekstrak serbuk sari pinus melalui pakan efektif
dalam meningkatkan peresentasi nisbah kelamin jantan ikan gapi pada dosis 50 mg
kg'. Ekstrak serbuk sari pinus dapat digunakan untuk maskulinisasi ikan gapi.

KATA KUNCI: maskulinisasi, serbuk sari pinus, Poecilia reticulata, kinerja
reproduksi

ABSTRACT

Evaluation of Dietary Supplementation of Pine Pollen Extract on the
EEpsculinization and Reproduction Performance of Guppy Poecilia reticulate.
The aim of this study was to evaluate the effectiveness of pine pollen extract
supplem@gyation through feed on masculinization and reproductive performance of
guppy. This study used a completely randomized design consisting of five
treatments of pine pollen extract supplementation with three replggytions, which
included 10 mg of pine pollen extract per kg of feed (SSP10), 50 mg kg* of feed
(SSP50), 250 mg kg™ of feed ( SSP250), 1 mg 17a-methyltestosterone per kg of feed
(MT) as positive control and control (K) without supplementation. The test fish used
were pregnant gapi brooders who were given treatment f@# for 15 days and kept
until the first (B1) and second (B2) offspring were born. Thé@ggsults of this study
showed that the administration of pine pollen extract was able to increase the
percentage of male Sﬁ”a.’id in B1, but not in B2. Supplementation of pine pollen
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extract in pregnant mothers did not affect reproductive performance. The
percentage of male sex ratio Bl in the SSP50 and SSP250 treatments was not
significantly different, 63.9% and 66.4% respectively, but both were higher than
control-1 31 3%, but still lower than the MT treatment 81 ¢%) (P<0.05). The MT
treatment at B2 had the highest male sex ratio (484%) and was significantly
different from other treatments (P<0.05). Supplementation of pinefggllen extract
through feed was effective iffficreasing the male sex ratio of guppy at a dose of 50
mg kg™. Pine pollen extract can be used for masculinization of guppy.
KEYWORDS: masculinization, pine pollen, Poecilia reticulata, reproduction
performance

PENDAHULUAN

Ikan gapi termasuk dalam lima jenis ikan hias paling diminati di Indonesia.
Kementerian kelautan dan perikanan mencatat pada tahun 2015 produksi ikan gapi
nasional mencapai 26.613 ekor dan meningkat menjadi 72.229 ekor pada tahun
2016 (KKP 2018). Pada umumnya ikan gapi yang diminati adalah ikan jantan
karena memiliki warna dan motif yang lebih indah dibandingkan gapi betina. Induk
gapi mampu melahirkan anak beberapa kali dalam 1 kali proses perkawinan, namun
budidaya gapi memiliki kendala, yaitu persentase anak jantan lebih rendah
dibandingkan betina sehingga dibutuhkan upaya untuk meningkatkan persentase

jantan dalam setiap kelahiran yang dihasilkan, misalnya dengan perlakuan

hormonal untuk maskulinisasi.

Hormon yang sering digunakan untuk maskulinisasi adalah hormon sintetik
misalnya 1 7o-metiltestosteron (Chakraborty et al., 2012). Efektivitas hormon [70-
metiltestosteron (MT) untuk maskulinisasi sudah terbukti pada berbagai jenis ikan
budidaya, namun menemui berbagai kendala di antaranya harus impor, harganya
mahal, dan sudah dilarang di Indonesia (No.l/Kepmen-KP/2019). Pelarangan

tersebut terkait dengan potensi residu yang dapat memberikan dampak negatif




terhadap keamanan pangan dan lingkungan (Rivero-Wendt et al., 2020) serta
akumulasi pada sedimen (Homklin etal., 2011) dan kolom air sampai 28 hari (Barry

et al., 2011).

Tumbuhan mengandung hormon steroid yang bersifat estrogenik ataupun
androgenik, namun belum banyak dipelajari bioaktivitasnya (Tarkowska, 2019).
Bahan alami yang mengandung steroid khususnya fitoandrogen adalah serbuk sari
pinus (Pinus sp.), dilaporkan mengandung testosteron, androstenedione,
epitestosteron (Saden-Krehula et al., 1971). Penggunaan serbuk sari pinus untuk
maskulinisasi telah dilakukan pada ikan nila (gian etal., 2017) dan lele (Adenigba
et al., 2017). Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi pemanfaatan ekstrak

serbuk sari pinus untuk maskulinisasi dan kinerja reproduksi pada ikan gapi.

BAHAN DAN METODE

Pembuatan ekstrak serbuk sari pinus dan pengukuran kadar hormon
Pembuatan ekstrak serbuk sari pinus (ESSP) menggunakan metode maserasi

mengikuti Puspitasari & Proyogo (2017). Bahan yang digunakan adalah serbuk sari

pinus komersial murni 100 % yang di produksi oleh Kunming Yundao

Biotechnology. Kadar hormon testosteron dan estradiol-17f diukur menggunakan

metode enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) sesuai petunjuk produsen.

Rancangan penelitian dan persiapan pakan uji
Penelitian ini terdiri dari lima perlakuan dan tiga ulangan dengan masing-
masing ulangan terdiri dari 1 ekor ikan gapi bunting. Perlakuan yang diberikan yaitu

tanpa suplementasi ekstrak serbuk sari pinus (kontrol-1), suplementasi dengan dosis

10 (SSP10), 50 (SSP50), dan 250 mg kg'! pakan (SSP 250), serta suplementasi




17a-methyltestosterone | mg kg pakan sebagai kontrol-2 (MT). Pakan yang

digunakan berupa pellet komersial dengan kandungan protein 40%. Suplementasi

pakan mengikuti metode Adenigba et al. (2017).

Pemeliharaan ikan

Ikan uji yang digunakan adalah ikan gapi jenis platinum red tail dengan bobot
0.8-1,0 g. Sebelum diberi perlakuan, induk betina bunting dipelihara secara terpisah
dengan jantan selama 2 bulan untuk mengosongkan embrio yang dikandungnya dan
penyeragaman kondisi ikan uji. Ikan dipelihara dalam akuarium ukuran 30x20x20
cm?’ diisi air sebanyak 9 L yang diberi keranjang dengan diameter lubang 0,5 cm
agar anak yang dilahirkan terpisah dengan induknya. Pemberian kan perlakuan
tiga kali sehari secara at satiation selama 15 hari. Pengukuran kualitas pH dan suhu
dilakukan setiap hari, oksigen terlarut (DO) seminggu sekali dan total ammonia
nitrogen (TAN) pada awal an akhir penelitian. Kualitas air selama penelitian yaitu
suhu 28,2-28.5 °C, pH 6,9-7.5, D0 4,243 g L', dan TAN0,25-043 mg L.
Analisis kadar hormon testosteron dan estradiol-17f

Sampel ikan ditimbang, digerus sampai hancur dalam tabung mikro,
kemudian ditambahkan phosphate-buffered saline ( 7.4) dengan perbandingan
1:4. Sampel disentrifus 5000 rpm pada suhu 4 °C selama 10 menit, kemudian
cairan bening dipindahkan ke mikro tube yang baru dan disimpan pada suhu -20 °C
hingga dilakukan pengukuran. Pengukuran kadar hormon dilakukan menggunakan
metode ELISA dengan kit testosteron (DRG Diagnostic EIA 1559) dan hormon

estradiol-17p (kit estradiol-17p DRG EIA 2693) sesuai petunjuk produsen.

Pengukuran kadar hormon dihitung menggunakan program MPM 6.




Parameter pengamatan

Parameter pengamatan yaitu jumlah anak kelahiran pertama (B2) dan kedua
(B2), nisbah kelamin jantan B1 dan B2 (60 hpl), pada anak kelahiran pertama (B1)
meliputi nisbah kelamin jantan (morfologi), sintasan Bl dan B2 60 hpl,
gonadosomatik index (GSI) dan hepatosomatic index (HSI) B1 60 hpl, histologi
B1 60 hpl, testis diidentifikasi berdasarkan Uribe ef al. (2014), dan ovarium B1
diidentifikasi berdasarkan Uribe et al. (2019) serta jarak kelahiran dari B1 ke B2.
Plasma tubuh diambil dari 4 ekor ikan sebelum perlakuan dan akhir penelitian untuk
mengukur kadar hormon testosteron dan estradiol-178 pada induk bunting.
Sebanyak 10 ekor anak kelahiran pertama pada umur 0, 10, 20, 30 dan 40 hari

pascalahir (hpl).

Analisis data
Data diolah dengan bantuan Microsoft Excel 2016. Analisis nisbah kelamin
jantan dan kinerja reproduksi dilakukan dengan analisis varian (ANOVA)

menggunakan SPSS versi 18, jika ditemukan perbedaan nyata kemudian dilakukan

uji lanjut dengan menggunakan uji Duncan pada derajat kepercayaan 95%.

HASIL DAN BAHASAN

Kadar hormon testosteron dan estradiol-17B dalam ESSP disajikan pada
Tabel 1. Hasil pengujian didapatkan bahwa proses ekstraksi dapat meningkatkan
kadar hormon, dalam serbuk sari pinus (tanpa ekstrak) mengandung testosteron 9.9
ng mg™' sedangkan estradiol-17B tidak terdeteksi, setelah diekstrak menggunakan
alkohol 96 % serbuk sari pinus komersial mengandung hormon testosteron 64,6 ng

mg' dan estradiol-17p 2,2 ng mg™'.




Tabel 1 Kadar testosteron dan estradiol-17p serbuk sari pinus

Table 1 Testosterone and estradiol- 17 levels of pine pollen

Kandungan steroid (ng mg™")

Bahan
Testosteron Estradiol-17
Ekstrak bunga pinus lokal (Pinus merkusii) >67 4.9+0,1
Serbuk sari pinus impor komersial 9.9+0.1 tidak terdeteksi
Ekstrak serbuk sari pinus impor komersial* 64,6+2.6 2.2+0,1

*Bahan yang digunakan penelitian

*Used in this study

Nisbah kelamin jantan (NKJ) pada perlakuan SSP50 dan SSP250 adalah sama
(639 dan 66,4 %), namun berbeda nyata dengan perlakuan kontrol-1 tanpa
pemberian ESSP yaitu 31,3 9% (P<0,05). Nisbah kelamin jantan tertinggi dihasilkan
pada perlakuan kontrol-2 (MT), yaitu 81,9 % (Tabel 2). Pemberian ESSP pada
induk gapi bunting terbukti mampu meningkatkan NKJ pada anak gapi kelahiran
pertama. Maskulinisasi terjadi karena antara induk dengan embrio dihubungkan
oleh pembuluh darah sebagai saluran metabolisme yang membentuk folikel
plasenta (Uribe et al., 2019) sehingga testosteron pada induk dapat ditransfer

kepada embrio.

Maskulinisasi yang terjadi pada suplementasi ESSP melalui pakan induk gapi
bunting lebih rendah dibandingkan dengan suplementasi |7o-metiltestosteron
dikarenakan dalam ESSP mengandung estradiol-17p yang bekerja berlawanan dari
testosteron sehingga proses maskulinisasi tidak maksimal. Hormon sintetis 17a-
metiltestosteron lebih maksimal dalam memaskulinisasi ikan karena murni dan sulit
terdegradasi (Homklin et al., 2011). Hormon 17a-metiltestosteron dalam pakan

menunjukan hasil yang stabil beberapa bulan karena ditambahkan gugus metil pada




rantai karbon ke-17. Waktu paruh dari 17u-metiltestosteron sekitar 1,1 bulan pada
suhu 40 °C dan 4.8 bulan pada suhu 22 °C (Barry et al., 2007). Bakteri mempunyai
kemampuan lebih untuk mendegradasi testosteron yang tidak memiliki gugus metil

(Fahrbach et al., 2010).

Nilai GSI jantan dan betina pada B1 dan B2 (Tabel 2) seluruh perlakuan tidak

berbeda nyata (P>0,05). Nilai GSI B1 jantan berkisar antara 2,9-3 4 sedangkan GSI

betina berkisar antara 2,8-3,5. Nilai HSI betina berkisar antara 2 2-3.7, dan sama

pada semua perlakuan (P>0.05)

Tabel 2 Nisbah kelamin jantan anak gapi kelahiran pertama (B1) dan kedua (B2)
dari induk bunting yang diberi perlakuan ekstrak serbuk sari pinus

Table 2 Male ratio of the first (B1) and second born (B2) from female pregnant

guppy treated pine pollen extract.

Bl B2

Perlakuan Betina Jantan

NKIJ (%) NKIJ (%)

GSI HSI HSI

K 31,3£29° 288+0,1* 2.23+0,1* 3,0540,3* 364+29°
MT 81,943 ¢ 356+04* 3,1+0.9° 2.96+02% 48 4+4 9°
SSP10 54 447 3° 296+0,3" 3,19+0,1* 346+0,5" 34,747 5"
SSP50 63.9+12° 302+0.2* 293+08" 3,2410,3* 350+0,1*
SSP250 6644 5¢ 337405 3,75+12* 32010,0° 347+45°

Huruf berbeda di tiap bar (nilai rata-rata+SD) menunjukkan berbeda nyata secara
statistik (uji jarak berganda Duncan; P<0.05).

Different letter in each bar (mean+SD) indicate significant statistically difference

(Duncan's multiple distance test; P<0.05).




Nisbah kelamin jantan pada B2 hanya perlakuan MT yang masih terjadi
maskulinisasi (484 %) atau 12 % lebih tinggi dibandingkan kontrol, sedangkan
pada perlakuan ESSP tidak terjadi maskulinisasi (P>005). Terjadinya proses
maskulinisasi pada anak kelahiran kedua yang diberi suplementasi [7o-
metiltestosteron karena diguga masih ada residu yang tersisa di dalam tubuh induk
ikan gapi bunting. Residu 17a-metiltestosteron mulai tidak terdeteksi setelah 2
bulan penelitian (Dergal et al., 2016) dan 4 bulan setelah pemberian (Suseno et al.
2020).

Kadar hormon testosteron dan estradiol- 17f pada induk betina disajikan pada
Gambar 1. Sebelum perlakuan diberikan, kadar testosteron dan dan estradiol- 173
pada induk gapi bunting masing-masing adalah 0,5 ng mL ' dan 1,7 ng mL!. Pasca
perlakuan (H-16),kadar testosteron pada induk betina meningkat dibandingkan hari
ke-0, dan kadar tertinggi diperoleh pada perlakuan MT (7.8 ng mL™"), diikuti oleh
perlakuan SSP250 (5,2mL'1), SSP50 (50 ng mL™"), SSP10 (3,6 ng mL!), dan
terendah adalah kontrol-1 (1,9 ng mL™"). Sebaliknya kadar estradiol-17p tertinggi
diperoleh pada perlakuan kontrol-1 (6,5 ng mL"), sedangkan perlakuan lainnya
berkisar 0,0-0,3 ng mL"'. Testosteron dalam plasma tubuh induk gapi bunting
setelah diberikan perlakuan ESPP mengalami peningkatan karena testosteron dalam
ESSP diserap melalui pencernaan dan masuk ke dalam darah sedangkan estradiol-
17 menurunan kecuali kontrol. Berbagai bahan dari serbuk sari terbukti mampu
meningkatkan kadar testosteron misalnya pemberian serbuk sari kurma (date palm

pollen) dapat meningkatkan testosteron dalam serum pada tikus prapubertas dan

dewasa (Mehraban et al. 2014).
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Gambar | Kadar hormon testosteron dan estradiol-17 induk gapi betina bunting

awal (H-0) dan pasca perlakuan (H-16).

Figure 1 Testosterone and estradiol-17p levels at initial (H-0) and post treatment

(H-16) of female pregnant guppy.

Kadar hormon testosteron dan estradiol-17p anak gapi kelahiran pertama
disajikan pada Gambar 2. Hormon testosteron Bl berumur 0 hpl tertinggi diperoleh
pada perlakuan MT 7.0 ng mg™', sedangkan estradiol-17B pada anak umur O hpl

tertinggi diperoleh pada perlakuan K 3,6 ng mg™'.

—0—K —x—MT —O0—S5P10 —0—K —x—MT —0—SSPI10
—0— S5P50  —A— S5P250

—o— SSP50 —&—S8SP250
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Estradiol B1 (ng mL™")
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Gambar 2 Kadar hormon testosteron (kiri) dan estradiol-17p (kanan) pada anak
gapi kelahiran pertama (B1).

Figure 2 Testosterone (left) and estradiol- 1 7B (right) levels in the first-born guppy

fry (B1).




Pemberian ESSP selama 15 hari pada induk gapi bunting mampu
menginduksi testosteron pada anak kelahiran pertama sampai hari ke-30 lebih
tinggi dibandingkan estradiol-17p, sedangkan hari ke-40 relatif stabil. Kadar
hormon akan meningkat sesuai dengan bertambahnya umur ikan dan akan

mencapai puncaknya ketika ikan matang gonad (Nakamura, 2013).

Kinerja reproduksi berdasarkan parameter jumlah anak, sintasan dan jarak
kelahiran antara Bl dan B2 disajikan pada Tabel 3. Jumlah anak Bl adalah sama
pada semua perlakuan yaitu 17-25 ekor/induk dan B2 23-25 ekor/induk, menurut
Shahjahan et al., (2014) induk gapi mampu menghasilkan anak 40-89 ekor tiap

gram bobot induk.

Tabel 3 Jumlah anak, sintasan dan jarak kelahiran anak pertama dan kedua dari
induk ikan gapi bunting yang diberi perlakuan ekstrak serbuk sari pinus

Table 3 Number of offspring, survival rate, and birth distance of the first and

second-born from female pregnant guppy the treated pine pollen extract.

Bl B2 Jarak
Perlakuan Jumlah Sintasan Jumlah Sintasan ke]ghli_ran
anak (ekor) (ekor) anak (ekor) (%) B2 (hari)
K 23+5° 86,1£3.7* 241" 86,2+6.5" 24+1°
MT 17+6 84,1+8.9° 24+2° 83.8+11,7° 24+2*
SSP10 21+12¢ 87.9+3.1° 25+1* 85,3+5.8° 25+1*
SSP50 19+3* 02,5+£2.6* 23428 88.,5+6,1° 23+2°
SSP250 25+8° 89 8+8 8* 241" 90,0+6,2* 24+1°

Huruf berbeda di tiap bar (nilai rata-rata+SD) menunjukkan berbeda nyata secara
statistik (uji jarak berganda Duncan; P<0.05).
2

Different letter in each bar (mean+SD) indicate significant statistically difference

(Duncan's multiple distance test; P<0.05).




Sintasan B1 tidak berbeda nyata yaitu 84,1-925 % dan B2 83,8-900 %
(P>0.05), penelitian Adenigba er al., (2017) pemberian serbuk sari pinus dalam
proses maskulinisasi tidak mempengaruhi sintasan pada ikan lele (Clarias
gariepinus). Jarak kelahiran Bl dan B2 yaitu 23-25 hari juga sama pada semua
perlakuan (P>005), Shahjahan et al., (2014) menyatakan bahwa masa kehamilan
atau gestasi ikan gapi berkisar antara 25-35 hari.

Histologi testis dan ovarium Bl dilakukan pada 60 hpl (Gambar 4),
pengamatan testis semua perlakuan sudah matang ditandai dengan adanya
spermatozoa. Ovarium B1 di semua perlakuan menunjukkan sudah matang (tipe 4)
namun demikian, telur ikan gapi tidak matang bersamaan. Kematangan telur
bervariasi yaitu tipe 1 ditandai dengan inti yang besar hampir menempati seluruh
sitoplasma, tipe 2 menunjukkan peningkatan volume sitoplasma dan penurunan
volume nukleus (germinal vesicle), sedangkan tipe 3 (vitellogenesis) yaitu vesikula
kaya lipid di sekitar sitoplasma dan tipe 4 yaitu matang yang ditandai dengan
sitoplasma yang melimpah dan gumpalan lipid yang besar, menurut Shahjahan et

al., (2014) ikan gapi mulai matang gonad pada umur 56 hpl.

Proses purifikasi atau isolasi sangat diperlukan sehingga dalam ESSP hanya
mengandung testosteron untuk maskulinisasi serta adanya intensitas penambahan

waktu perlakuan sehingga maskulinisasi pada ikan dapat meningkat.




Keterangan : Sel sertoli (S), spermatogonia(Sg), spermatosit (Sc), spermatid (St),

spermatozoa (Sz), saluran sperma (SD). Perbesaran 100x. Oosit tipe
1 (Oi), tipe 2 (Oii), tipe 3 (Oiii), tipe 4 (Oiv), previtellogenesis (Pf),
inisiasi vitellogenesis (Vf), oil droplet (od), yolk (y), saluran darah
(v). Perbesaran 40x.

Note: sertoly cells (S), spermatogonia (Sg), spermatosit (Sc), spermatid (St),
spermatozoa (Sz), sperm duct (SD). Magnification 100x. Qocyte type 1 (Oi),
type 2 (Oii), type 3 (Oiii), type 4 (Oiv), previtellogenesis (Pf), initiation of
vitellogenesis (V1) , oil droplet (od), yolk (y),blood vessel (v). Magnification
40x

Gambar 4 Histologi testis (atas) dan ovarium (bawah) anak gapi kelahiran pertama

(B1) pada umur 60 hpl.
Figure 4 Histology of testes (top) and ovaries (bottom) of the first-born guppy at

60 dpb.

KESIMPULAN
Pemberian ekstrak serbuk sari pinus melalui suplementasi pakan pada induk
bunting ikan gapi mampu meningkatkan nisbah kelamin jantan hanya pada anak

kelahiran pertama sebesar 32,6 % dengan dosis optimal 50 mg kg™' selama 15 hari




dan tidak berpengaruh negatif terhadap kinerja reproduksi pada induk dan anak
kelahiran pertama. Ekstrak serbuk sari pinus lebih cepat didegradasi dalam tubuh
ikan dibandingkan dengan 17a-metiltestosteron yang menyisakan residu hingga

anak kelahiran kedua.
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