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KARAKTERISASI BIOKIMIA ENZIMATIS EMPAT POPULASI IKAN MAS
MENGGUNAKAN METODE ELEKTROFORESIS

Didik Ariyanto”, Estu Nugroho™, dan Subagyo™

ABSTRAK

Suatu penelitian untuk mengetahui karakter genetik populasi ikan mas telah dilakukan dengan
menggunakan metode elektroforesis protein. Penelitian dilakukan di Laboratorium Kesehatan
Ikan, Pasar Minggu-Jakarta pada bulan November s.d. Desember 2002. Sampel ikan sebanyak
80 ekor mewakili 4 populasi ikan mas (majalaya, rajadanu, wildan, dan sutisna). Jaringan yang
diambil untuk pengamatan karakter genetik adalah jaringan otot. Sebagai media elektroforesis
digunakan gel pati. Sistem enzim dan protein yang digunakan sebanyak 12 macam. Hasil analisis
menunjukkan terdapat 3 lokus polimorfik dari 7 lokus yang teridentifikasi, yaitu Ldh-1, Mdh-1, dan
Me. Nilai heterosigositas rata-rata populasi majalaya sebesar 0,216 lebih tinggi daripada ketiga
populasi lainnya yang bernilai 0. Hasil analisis cluster membagi 4 populasi ikan mas ke dalam
2 kelompok. Populasi rajadanu, wildan, dan sutisna dalam 1 kelompok sedangkan populasi
majalaya ke dalam kelompok yang lain dengan nilai perbedaan jarak genetik sebesar 0,0018.

Biochermical characterization of four coimmon carp populations by electro-
phoresis method. By: Didik Ariyanto, Estu Nugroho, and Subagyo

ABSTRACT:

A research with the aim to describe the genetic characters of 4 populations in common carp
was conducted by using protein electrophoresis method. Total of 80 samples were representing 4
populations i.e. majalaya, rajadanu, wildan, and sutisna. The samples were taken from Research
Institute for Freshwater Fisheries (RIFF), Sukamandi. Protein samples have been extracted from
muscle. Potato starch gel was used as electrophoresis media. Twelve enzymes and proteins
system were used. The result showed that 3 of 7 loci were polymoirphism i.e.. Ldh-1, Mdh-1, and
Me. Population of majalaya has 0.216 of average heterozygosity higher than 3 other collections.
The cluster analysis described as dendrogram, formed 2 groups, population of rajadanu, wildan,
and sutisna as one group and populations of majalaya as the one, other with genetic distance of

about 0.0018.
KEYWORDS:

PENDAHULUAN

Ikan mas (Cyprinus carpio) merupakan komoditas
yang cukup banyak diproduksi oleh pengguna
(pembudi daya) pada luasan hampir di seluruh wilayah
Indonesia dan telah memberikan kontribusi ekonomi
cukup besar. Hal ini tercermin dari angka produksi
ikan mas yang menduduki urutan pertama dari produksi
ikan hasil budi daya air tawar pada skala nasional
selama kurun waktu 1992--1997. Pada tahun 1997,
produksi ikan mas mencapai 146.672 ton atau setara
dengan 54,18% dari jumlah produksi perikanan yang
ada di Indonesia (Anonim, 1999). Sedangkan pada
skala internasional, pada tahun 1995 produksi ikan
mas Indonesia menduduki urutan kedua setelah China
(FAO, 1997).

Namun demikian, ikan mas yang berkembang di
masyarakat pembudi daya saat ini diduga telah

biochemical characterization, cominon caip, electrophoresis

mengalami degradasi kualitas genetik yang
menyebabkan kualitas genetiknya rendah (Hadadi,
1999). Rendahnya kualitas genetik ikan dicirikan
dengari lambatnya laju pertumbuhan, matang kelamin
di usia muda, dan kematian tinggi akibat daya tahan
tubuh menurun (Matricia, 1990; Gustiano, 1994
Hardjosubroto, 1994; Maskur et ai., 1996; Gustiano
etal, 1998).

Salah satu alternatif terbaik untuk mengatasi
permasalahan penurunan kualitas genetik adalah
melalui upaya pemuliaan. Teknik pemuliaan ikan air
tawar yang saat ini banyak dikembangkan di negara-
negara maju adalah teknik seleksi. Tahap dasar pro-
gram seleksi adalah pengenalan karakter baik yang
bersifat morfologis, fisiologis, maupun secara kimiawi
terhadap komoditas yang diseleksi. Program seleksi
pada ikan mas di Indonesia dimulai dari karakterisasi
potensi reproduksi 20 strain ikan mas yang berasal
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dari Pulau Jawa dan Bali. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa strain ikan rajadanu, wildan, dan
sutisna berpotensi untuk dikembangkan (Nugroho &
Wahyudi, 1991; Hardjamulia et al., 1996). Selain itu,
ikan mas majalaya yang telah digunakan oleh
masyarakat luas mempunyai potensi dan sangat baik
untuk dikembangkan.

Penelitian lanjutan yang dilakukan Imron et al.
(2000) telah menghasilkan informasi keragaman
morfometrik pada keempat strain ikan mas tersebut
yang sedikit banyak menggambarkan keragaan
genetiknya. Hasil penelitian tersebut perlu diverifikasi
melalui pengujian secara biokimiawi untuk
mendapatkan informasi mengenai keragaan genetik
yang lebih akurat. Hal ini perlu dilakukan karena
fenotip suatu individu dipengaruhi oleh faktor genetik,
lingkungan, serta interaksi antara faktor genetik dan
lingkungan (Tave, 1996).

Salah satu metode pengujian biokimiawi yang
sudah digunakan secara luas adalah dengan
menggunakan metode elektroforesis protein. Metode
ini banyak digunakan dalam identifikasi struktur
populasi dan strain dari berbagai jenis ikan seperti
yang dilakukan Eknath et al. (1991) pada ikan tilapia
(Oreochromis niloticus), Soewardi (1995) pada ikan
gurami (Osphronemus gouramy), dan Taniguchi et al.
(1990) pada ikan spesies trheespine stickleback
(Gasterosteus aculeatus) dari Jepang. Pada ikan mas
(C. carpio), metode serupa juga sudah dilakukan
antara lain oleh Sumantadinata & Taniguchi (1992)
yang membandingkan keragaman genetik ikan mas
yang berasal dari Indonesia dan dari Jepang.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui keragaan
genetik ikan mas strain majalaya, rajadanu, wildan,
dan sutisna untuk tujuan pemuliaannya. Hasil
penelitian ini digunakan sebagai dasar untuk
menentukan arah dan metode pemuliaan yang akan
dilakukan pada tahap selanjutnya dalam rangka
mendapatkan ikan mas yang lebih baik, terutama
pada karakter pertumbuhannya.

BAHAN DAN METODE

Ikan uji yang digunakan dalam penelitian ini adalah
4 populasi ikan mas hasil pemijahan di Loka Riset
Pemuliaan dan Teknologi Budidaya Perikanan Air
Tawar (LRPTBPAT), Sukamandi. Induk yang dipijahkan
merupakan ikan koleksi hidup LRPTBAT, Sukamandi
sebanyak 24 ekor, terdiri atas 12 ekor jantan dan 12
ekor betina yang mewakili 4 strain yaitu strain
majalaya, rajadanu, wildan, dan sutisna. Larva hasil
pemijahan dipelihara secara terpisah berdasarkan
masing-masing strain. Uji kimiawi dilakukan pada benih
yang berumur 2 bulan dengan panjang berkisar antara
10--15 cm dan bobot rata-rata 10 g per ekor. Jumlah

sampel ikan sebanyak 20 ekor diambil dari tiap-tiap
populasi yang mewakili keempat strain, sehingga to-
tal sampel ikan yang dipakai sebanyak 80 ekor.

Metode penelitian yang digunakan adalah dengan
metode elektroforesis enzim secara horizontal
mengikuti Taniguchi & Sugama (1990). Jaringan yang
dipakai sebagai bahan ekstraksi adalah jaringan otot.
Dua belas macam sistem enzim dan protein
digunakan untuk mengidentifikasi variasi genetik pada
masing-masing populasi. Kedua belas macam sistem
enzim dan protein tersebut adalah Lactate dehydro-
genase (Ldh), Superoxide dismutase (Sod), Sorbitol
dehydrogenase (Sdh), Malate dehydrogenase (Mdh),
Isocitrate dehydrogenase (Idh), Aspartate dehydroge-
nase (Adh), 6-Phosphoguconate dehydrogenase (6-
Pgd), Glucose-6-Phosphate dehydrogenase (G-6-
Pdh), Protein total (Pt), Maleic enzym (Me), Xantophil
dehydrogenase (Xdh), dan b-Galactosidase (b-Gal)
Sebagai media elektroforesis digunakan gel yang
dibuat dari suspensi tepung kentang dengan
konsentrasi 12% yang dihidrolisis, sedangkan sebagai
larutan penyangga (buffer) digunakan Triss citric acid
pH 6,3 (TC-6,3). Running dilakukan pada suhu +4”C,
selama 3--4 jam dengan arus listrik sebesar 48 mA.
Visualisasi pita hasil migrasi elektroforesis dilakukan
dengan pewarnaan histokimia dan pewarna protein
umum (non-spesifik). Selanjutnya gel diinkubasi pada
suhu 50°C, hingga pita-pita migrasi protein hasil
elektroforesis terlihat jelas. Fiksasi menggunakan
larutan campuran antara asam asetik glacial 10% dan
gliserine 10%. Penomoran lokus dan alel
menggunakan sistem nomenklatur menurut Shaklee
et al. (1990).

Hasil running yang berupa zimogram hasil
elektroforesis enzim kemudian diinterpretasi sehingga
didapatkan data frekuensi alel. Selanjutnya data
tersebut digunakan untuk menghitung beberapa pa-
rameter struktur genetik populasi yang meliputi derajat
polimorfisme (degree of polymorphism) (Leary &
Booke, 1990), heterozigositas rata-rata (average het-
erozygosity), dan jarak genetik (genetic distance)
(Nei, 1972 dalam Takezaki & Nei, 1996). Analisis clus-
ter dalam bentuk dendrogram dilakukan untuk
mengelompokkan keempat populasi ikan mas
berdasarkan nilai jarak genetik dengan menggunakan
metode Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Averages (UPGMA) (Sokal & Rohlf, 1981).

HASIL DAN BAHASAN

Hasil

Hasil analisis elektroforesis yang diperlihatkan
dalam bentuk zimogram menunjukkan bahwa dari 12
enzim dan protein yang digunakan dapat diidentifikasi
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7 lokus, 3 di antaranya polimorfik (P, ) yaitu, Ldh-1,
Mdh-1, dan Me (Tabel 1). Pada penelitian ini lokus
yang bersifat polimorfik hanya terlihat pada populasi
majalaya, sedangkan lokus pada ketiga populasi
lainnya bersifat monomorfik.

Analisis lanjutan yaitu dengan penghitungan
frekuensi alel pada semua lokus, jumlah rata-rata alel
per lokus, derajat polimorfisme, dan heterozigositas
rata-rata pada masing-masing populasi disajikan pada
Tabel 2.

Pada Tabel 2 terlihat bahwa popuiasi ikan mas
majalaya mempunyai 3 lokus polimorfik, sedangkan
ketiga populasi lainnya yaitu wildan, rajadanu, dan
sutisna mempunyai lokus yang monomorfik. Jumlah
rata-rata alel per lokus pada populasi majalaya
sebesar 1,8; sedangkan pada ketiga populasi lainnya
sebesar 1. Derajat polimorfisme menggunakan kriteria
P, ¢s Pada populasi majalaya sebesar 0,20; sedangkan
nilai heterozigositas rata-rata sebesar 0,216. Derajat
polimorfisme dan nilai heterozigositas pada ketiga
populasi lainnya adalah 0. Hal ini diduga karena jumlah
sampel kurang banyak.

Berdasarkan Tabel 2, selanjutnya dicari nilai jarak
genetik antar populasi. Jarak genetik adalah para-
meter untuk menyatakan tingkat perbedaan struktur
genetik antar 2 populasi. Hasil analisis menunjukkan
bahwa jarak genetik antar ketiga populasi yaitu
rajadanu, wildan, dan sutisna sebesar 0, sedangkan
jarak genetik antara ketiga populasi tersebut terhadap
populasi majalaya sebesar 0,0018. Nilai jarak genetik

Tabel 1.
digunakan pada penelitian ikan mas
Table 1.
carpio) study

pada 4 populasi ikan mas pada penelitian ini disajikan
pada Tabel 3.

Berdasarkan nilai jarak genetik, populasi dengan
struktur genetik yang lebih dekat dikelompokkan
dalam bentuk dendrogram (Gambar 1). Dari dendro-
gram tersebut terlihat bahwa populasi majalaya
mempunyai struktur genetik yang berbeda dengan
ketiga populasi lainnya, yang mengelompok pada satu
kelompok.

Bahasan

Secara umum variasi genetik ikan mas dalam
penelitian ini yang diindikasikan dengan derajat
polimorfisme, jumlah alel per lokus, dan
heterozigositas, rata-rata relatif rendah. Rendahnya
nilai variasi genetik ikan banyak ditemui pada ikan-
ikan budi daya baik budi daya air tawar, air payau,
maupun air laut sepertiikan nila (O. niloticus) (Eknath
et al,, 1991), ikan gurami (O. gouramy) (Soewardi,
1992), udang windu (Penaeus monodon) (Imron et al.,
1999), dan ikan kerapu bebek (Cromileptes altivelis)
(Permana et al., 2001). Penyebab rendahnya nilai
variasi genetik pada populasi ikan budi daya tersebut
diduga karena terjadinya reduksi pada variabilitas
genetiknya. Beberapa faktor dapat menjadi penyebab
terjadinya reduksi pada variabilitas genetik ikan budi
daya antara lain karena aktivitas seleksi induk,
terjadinya silang dalami (inbreeding), dan random ge-
netic drift atau bottleneck effect (Imron et al., 1999).
Pada penelitian ini, kemungkinan terjadinya silang

Jenis enzim yang dianalisis, lokus, alel yang diidentifikasi, jaringan, dan larutan penyangga yang

List of enzymes analysed, loci, alleles detected, tissue, and buffer used in the common carp (C.

Enzim Lokus Alel Jaringan Penyangga
Enzym Loci Alleles Tissue Buffer
Lactate dehydrogenase Ldh-1 105 Otot TC-6.3
100 Muscle
Ldh-2 90
Malate dehydrogenase Mdh-1 105 Otot TC-6.3
100 Muscle
Mdh-2 80
Isocitrate dehydrogenase  Idh-1 100 Otot TC-6.3
Idh-2 90 Muscle
Maleic enzym Me 105 Otot TC-6.3
100 Muscle
95

TC-6.3 = Triss-citric acid buffer, pH 6.3
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Tabel2.  Frekuensialel pada masing-masing lokus, derajat polimorfisme, dan heterozigositas rata-rata pada

populasi ikan mas .
Table 2. Alleles frequencies at each biochemical marker loci, degree of polymorphism and average

heterozigosities in common carp (C. carpio) populations

Populasi (Population)

Lokus Alel
Loci Alleles Majalaya wildan rajadanu sutisna
(n=20)  (n=20) (n=20) (n=20)
Ldh-1 105 0.05 0 0 0
100 0.95 1 1 1
Ldh-2 90 1 1 1 1
Mdh-1 105 0.15 0 0 0
100 0.85 1 1 1
Mdh-2 80 1 1 1 1
Me 105 0.025 ND ND ND
100 0.875
95 (07% |
Idh-1 100 ND ND 1 ND
Idh-2 90 ND ND 1 ND
1.8 1 1 1
0.2 0 0 0
0.216 0 0 0

n = Jumlah individu (Total individu)
ND= Tidak terdeteksi (Not detected)

Tabel 3.  Jarak genetik antar populasi ikan mas
Table 3.  Genetic distance between every pair of common carps populations

Populasi Jarak genetik (Genetic distance)
FopHiauen majalaya wildan rajadanu sutisna
majalaya - 0.0018 0.0018 0.0018
wildan - 0 0
rajadanu - 0
sutisna .
— wildan
rajadanu
— sutisna
majalaya
| I |
0.0020 0.0010 0.0000
Jarak genetik (Genetic Populasi
distance) (Population)

Gambar 1. Dendrogram yang menggambarkan hubungan antar populasi ikan mas
Figure 1. Dendrogram showing relationship among populations of common carps
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dalam pada populasi ikan mas yang dipakai relatif
kecil. Hal ini karena induk-induk ikan mas yang
dipijahkan dipelihara secara terpisah dan terkontrol
untuk menjaga kemurniannya serta menghindari
terjadinya silang dalam (inbreeding) dan perkawinan
dengan jenis-jenis ikan mas yang lain. Berdasarkan
analisis tersebut, kemungkinan penyebab rendahnya
variasi genetik pada populasi ikan mas adalah karena
pengaruh aktivitas seleksi dan random genetic drift
atau bottleneck effect. Selama beberapa tahun, ikan-
ikan mas tersebut dipelihara untuk tujuan pemuliaan,
sehingga aktivitas seleksi merupakan kegiatan yang
sering dilakukan terhadap populasiikan mas tersebut.
Selain itu, penggunaan jumlah induk yang sedikit
dalam setiap pemijahannya diduga kuat menjadi
penyebab rendahnya nilai variasi genetik pada populasi
ikan mas ini. Sepertiyang dikatakan Imron et al. (1999)
dan Permana et al. (2001) bahwa penggunaan induk
yang sedikit akan menyebabkan kemungkinan
terjadinya random genetic drift atau pottleneck ef-
fect semakin besar. Hal ini karena jumlah induk yang
digunakan tidak mewakili keseluruhan gene pool dari
populasi alaminya. Untuk menghindari terjadinya
kehilangan lokus-lokus polimorfik pada populasiikan
mas, disarankan supaya menambah jumlah induk
dalam setiap pemijahannya. Jumlah populasi induk
efektif yang digunakan untuk pengembangbiakan ikan-
ikan mempunyai panjang umur sedang (1--2 tahun)
adalah antara 50--500 pasang.

Perbedaan frekuensi alel yang terjadi terutama
pada populasi majalaya dibanding ketiga populasi
yang lain mengindikasikan bahwa gene pool populasi
majalaya tidak sama dengan ketiga populasilainnya
yang diduga mempunyai gene pool yang sama.
Namun demikian, walaupun populasi rajadanu, wildan,
dan sutisna berasal dari gene pool yang sama, tetapi
terdapat perbedaan lokus yang ditemukan. Lokus Idh-
1 dan Idh-2 ditemukan pada populasi rajadanu tetapi
tidak ditemukan pada kedua populasi yang lain. Hal
ini diduga disebabkan karena pengaruh lingkungan.
Hasil penelitian Powers & Place (1978) terhadap
spesies Fundulus heterosclitus mengatakan bahwa
perbedaan lingkungan yang mengakibatkan terjadinya
gradien suhu berpengaruh terhadap alel dan lokus
yang ditemukan. Fenomena ini diduga terjadi pada
ketiga populasi ikan mas tersebut. Populasi ikan mas
rajadanu berasal dari Cirebon yang merupakan daerah
dataran rendah dan mempunyai suhu relatif tinggi
sedangkan populasi wildan dan sutisna masing-
masing berasal dari daerah Cianjur dan Kuningan.
Kedua daerah tersebut termasuk dalam kategori
dataran tinggi dan mempunyai suhu relatif rendah.
Untuk mengklarifikasi hasil penelitian ini perlu
dilakukan penelitian dan pengkajian yang lebih
mendalam.

Nilai rata-rata jarak genetik pada keempat populasi
ikan mas sebesar 0,00045. Rendahnya nilai tersebut
diduga karena telah terjadi introgresi genetik antar
populasi. Hal ini terjadi karena keempat populasi ikan
mas tersebut berasal dari daerah-daerah yang relatif
dekat (Cirebon, Kuningan, Majalaya, dan Cianjur)
sehingga kemungkinan terjadi pertukaran induk antar
daerah sangat besar. Pertukaran induk tersebut diduga
telah terjadi sejak sebelum kegiatan koleksi yang
dilakukan oleh Balai Riset Perikanan Budidaya Air
Tawar bekerja sama dengan IDRC (International De-
velopment Research Centre) pada awal kegiatan
pemuliaan ikan mas ini dilakukan, yaitu antara tahun
1986--1995.

KESIMPULAN DAN SARAN

Berdasarkan hasil analisis beberapa parameter
genetik disimpulkan bahwa variasi genetik populasi
ikan mas relatif rendah. Populasi ikan mas majalaya
mempunyai variasi genetik lebih tinggi daripada
populasi wildan, rajadanu, dan sutisna. Nilai
heterozigositas rata-rata populasi ikan mas majalaya
sebesar 0,216; sedangkan ketiga populasi lainnya 0.
Jarak genetik antara populasi majalaya dengan ketiga
populasi lainnya sebesar 0,0018.

Di dalam metode pemuliaan ikan mas pada tahap
selanjutnya disarankan untuk melakukan hibridisasi
antar populasi dalam rangka meningkatkan variasi
genetiknya. Selain itu, penambahan jumlah induk pada
kegiatan pemijahan juga disarankan untuk mengurangi
kemungkinan terjadinya penurunan variasi genetik

pada ikan mas.
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