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ABSTRAK

Hormon 174-methyltestostrone sudah banyak digunakan untuk maskulinisasi pada kegiatan budidaya,
namun, bahan tersebut bersifat karsinogenik sehingga diperlukan alternatif pengganti bahan tersebut.
Penelitian ini bertujuan mengevaluasi efek kombinasi ekstrak buah pinus (Pinus merkusi) dan aromatase
inhibitor pada ikan plati pedang. Sebanyak 5 perlakuan menggunakan bahan berbeda, yaitu 17a-
methyltestostrone, ekstrak buah pinus, aromatase inhibitor, kombinasi ekstrak buah pinus dan aromatase
inhibitor, serta kontrol dengan masing-masing 3 ulangan. Perendaman dilakukan selama 6 jam, kemudian
ikan dipelihara selama 60 hari. Rasio induk jantan dan betina yang digunakan untuk pemijahan ikan pada
penelitian ini adalah 1:3. Penelitian ini berfokus pada tiga parameter, yakni Tingkat Kelangsungan Hidup
(TKH), Nisbah Kelamin Jantan (NKJ) dan jumlah ikan jantan yang dihasilkan pada tiap perlakuan. Hasil
penelitian menunjukkan ikan yang direndam pada bahan berbeda menghasilkan nilai nisbah kelamin
jantan yang lebih tinggi. Dosis terbaik pada penelitian ini adalah perendaman dengan ekstrak buah pinus
dengan dosis 0,02 mL L.

KATA KUNCI: Aromatase inhibitor, jantan; maskulinisasi; pinus; plati pedang.

ABSTRACT: Evaluation of Swordtail Fish (Xiphophorus Helleri) Masculinization Using Combination of
Pine Cone (Pinus Merkusii) Extract and Aromatase Inhibitor

The hormone 174-methyltestostrone has been widely used for masculinization in aquaculture, however,
this material is carcinogenic and it is required to find its alternative substitutions. The aim of this research
to evaluate the effects of combination of pine cone (Pinus merkusii) extract and aromatase inhibitor on
swordtail fish. A total of 5 treatments using different materials, namely: 17-d methyltestosterone, pine cone
extract, aromatase inhibitor, pine cone extract mixed with aromatase inhibitor, and control with 3
replications. Immersion was conducted for 6 hour and the the fish were kept for 60 days. The ratio of male
to female parents used for fish spawning was 1:3. The study focused on three parameters, i.e. survival rate,
male fish percentage, and number male fish produced. The results revealed fish immersed with different
materials exhibited higher male fish percentage compared to the control group (not immersed). The best
treatment in this research was immersion using pine cone extract with dosage of 0.02 mL L.
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PENDAHULUAN

Ikan plati merupakan komoditas yang menempati
posisi ke-6 teratas produksi ikan hias nasional (KKP,
2022). Karakteristik ikan plati jantan adalah bertubuh
ramping serta sirip anal menjadi gonopodium dan sirip
kaudal yang berbentuk seperti pedang. Hal tersebut
yang menyebabkan masyarakat lebih menyukai ikan
plati jantan (Ayyapan et al., 2011). Pemberian hormon
steroid telah menjadi pilihan dalam produksi ikan
monoseks jantan (Mousavi-Sabet & Ghasemnezhad,
2013). Hormon 174a-metiltestosteron (MT) sudah
banyak teruji efektivitasnya dalam sex reversal ikan,
salah satunya mampu menghasilkan ikan gapi jantan
hingga 100% (Liu et a/., 2021). Namun, maskulinisasi
menggunakan MT mulai menyita perhatian masyarakat
karena adanya potensi membahayakan bagi kesehatan
manusia serta kontaminasi terhadap lingkungan karena
meninggalkan residu (Hoga et al., 2018; Wang & Lu,
2016). Sehingga, diperlukan adanya alternatif alami
yang dapat digunakan, seperti hormon yang berasal
dari tumbuhan atau fitohormon. Buah pinus (Pinus
merkusii) adalah contoh sumber fitohormon yang
berpotensi untuk substitusi hormon sintetis.

Pinus merkusiimerupakan salah satu spesies pinus
asli Indonesia. Spesies tersebut dapat ditemukan di
kawasan dengan elevasi 800 hingga 2000 mdpl dan
pada kawasan dengan kondisi tanah asam
(Hartiningtias et al., 2020). Pinus memiliki kandungan
hormon testosteron sebesar 67,2 ug mg' dan
estradiol 17-a sebesar 9,9 ug mg' (Kusuma et al.,
2022). Hasil penelitian tersebut didukung dengan
pernyataan Velasco et al., (2018) yang menyatakan
bahwa pada beberapa spesies tertentu, terdapat
kandungan testosterone. Selain itu, pinus juga bersifat
imunostimulan pada ikan (Baluran er al., 2018).

Sejumlah penelitian menunjukkan bahwa terdapat
kemungkinan untuk menekan sintesis estrogen
dengan menghambat aktivitas aromatasenya
menggunakan non-steroidal aromatase inhibitors
(Als), seperti fadrozole hydrochloride. Aromatase
inhibitor ini sendiri adalah bahan kimia yang bersifat
nonsteroid dan tidak mencemari lingkungan karena
sifatnya yang mudah terurai (Sudrajat et al, 2007).
Penggunaan aromatase inhibitor ini didasarkan pada
cara kerja bahan tersebut dalam menghambat berbagai
aktivitas steroidogenesis dengan berikatan pada
enzim 14-alpha-demethylase (CYP51) atau cytochrome
P450 aromatase (CYP19). Efektivitas aromatase
inhibitor telah diuji pada ikan nila (Ruksana et al.,
2010), belut (Jiang et al., 2022) dan ikan cere (Doering
et al., 2021). Penelitian ini diharapkan dapat
memberikan rekomendasi pemanfaatan ekstrak buah
pinus yang dikombinasikan dengan aromatase
inhibitor untuk maskulinisasi ikan plati pedang.

(Muhammad Saepul Akbar)

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini dilakukan pada bulan Februari sampai
dengan Mei 2023. Pemeliharaan ikan dilakukan di
Teaching Farm, Departemen Budidaya Perairan, FPIK,
IPB University. Rancangan penelitian yang digunakan
adalah rancangan acak lengkap dengan 5 perlakuan
dan 3 ulangan (masing-masing 30 ekor larva plati
pedang berumur maksimal 10 hari dengan kondisi
gonad belum berkembang). Perlakuan berupa tanpa
perendaman (K), 17a-metiltestosteron dengan dosis
5,4 mg L' (MT), ekstrak buah pinus 0,02 ml L (P),
kombinasi ekstrak pinus 0,02 mL L' dan aromatase
inhibitor 20 mg L' (PAl) dan aromatase inhibitor 20
mg L' (Al). Perendaman dilakukan selama 6 jam,
kemudian ikan dipelihara selama 60 hari.

Pembuatan Ekstrak Buah Pinus

Buah pinus yang masih berwarna hijau gelap
dicacah dan kemudian dihaluskan menggunakan
blender. Hasil blender tersebut kemudian dimasukkan
ke dalam oven pada suhu konstan 50 °C dengan durasi
12 jam. Selanjutnya, serbuk kembali dihaluskan.
Ekstrak serbuk sari pinus dibuat mengikuti prosedur
Aisyah (2017) dengan modifikasi. Sebanyak 100 g
serbuk sari pinus dimasukkan ke dalam bejana gelap,
lalu ditambahkan 700 ml pelarut alkohol 96%, wadah
dikondisikan tertutup dengan rapat dan tidak terpapar
sinar matahari langsung. Durasi tahap perendaman
dilakukan selama 3 hari dan pengadukan dilakukan
setiap 6 jam sekali. Campuran simplisia dan alkohol
disaring sehingga diperoleh cairan ekstrak pertama.
Sisa ampas direndam kembali dengan 200 ml alkohol
96% selama 1 hari, disaring dan diperoleh maserat
kedua. Berdasarkan Khatimah (2018), cairan ekstrak
pertama dan kedua kemudian dicampur dan
dipekatkan menggunakan alat rotary evaporator
dengan suhu dikondisikan menjadi 40 ! hingga
diperoleh maserat kental. Hasil ekstrak kemudian
dipindahkan ke dalam wadah terpisah dan disimpan
pada lemari pendingin dengan suhu 4 !, terhindar dari
sinar matahari langsung agar tidak mengalami lisis.

Persiapan Wadah

Akuarium berukuran 40x30x30 c¢m dengan
ketinggian air 20 cm digunakan sebagai wadah
pemeliharaan larva. Wadah yang berbeda dengan
dimensi dan volume air yang sama digunakan sebagai
tempat pemijahan sekaligus pemisahan induk dengan
larva. Akuarium yang digunakan untuk pemeliharaan,
dibilas kembali sampai bersih dan diberi aerasi
sebanyak selama 1 hari. Wadah yang digunakan untuk
perendaman adalah akuarium soliter dengan ukuran
20x20x30 cm?® dengan volume air 1 L. Wadah untuk
perlakuan perendaman dan pemeliharaan dilengkapi
dengan aerasi.
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Pemijahan Induk

Pemijahan ikan plati pedang dilakukan dengan
menggabungkan induk jantan dan betina, dengan rasio
induk 1:3 (Maddern er al. 2011). Proses penyatuan
induk dilakukan selama 14 hari. Ketika perut induk
betina mulai membesar dan terdapat bintik hitam pada
bagian perutnya, menandakan ikan telah bunting dan
segera dipisahkan dari induk jantan.

Pemeliharaan Larva

Larva yang lahir dan telah diberi perlakuan
dipelihara, dengan pemberian pakan alami naupli
artemia dan cacing sutra. Frekuensi Pemberian pakan
yang dilakukan adalah 3 kali sehari pada pukul 8 pagi,
12 siang dan 4 sore sampai berumur 60 hari pascalahir
(hpl). Metode yang digunakan dalam pemberian pakan
yaitu metode ar /ibitum.

Pengamatan Tingkat Kelangsungan Hidup
dan Jenis Kelamin lkan

Pengamatan jenis kelamin ikan dilakukan secara
visual dengan mengamati morfologinya pada akhir
pemeliharaan. Ikan plati pedang jantan memiliki tubuh
ramping, berwarna cerah, serta sirip kaudal yang
berbentuk seperti pedang. Sedangkan ikan plati
pedang betina bertubuh cenderung besar dibandingkan
dengan ikan jantan, berwarna pucat, serta tidak
terdapat modifikasi bentuk sirip kaudal. Data nisbah
kelamin jantan (NKJ) ikan plati pedang jantan yang
diperoleh, diolah menggunakan rumus berikut :

total ikan jantan

KJ(%) = %100

total ikan teramati

100 4 100...

64,44 + 3,85

TKH (%)

78,89 + 8,40
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Data tingkat kelangsungan hidup (TKH) yang
diperoleh selanjutnya diolah menggunakan rumus
sebagai berikut :

_ total ikan pada akhir pengamatan y

TKHE) 100

"~ total ikan pada awal pengamatan

Data kinerja bahan terhadap 174-metiltestosteron
(MT) yang diperoleh selanjutnya diolah menggunakan
rumus berikut :

NKJ bahan 5
NK] MT

Kinerja(%) = 100

Data hasil penelitian diolah dan dianalisis
menggunakan microsoft excel 2019 dan SPSS versi
26.0. Sebelum dilakukan analisis ragam (ANOVA), data
terlebih dahulu dilakukan pengujian normalitas dan
homogenitas. Analisis ragam pada selang kepercayaan
95% dilakukan untuk menentukan beda nyata perlakuan
terhadap 5 parameter uji. Uji lanjut Duncan dilakukan
ketika terdapat hasil yang berbeda nyata.

HASIL DAN BAHASAN
Tingkat Kelangsungan Hidup (TKH)

Hasil menunjukkan bahwa pada ikan yang diberi
perlakuan perendaman mengalami kematian, sedangkan
perlakuan K tidak mengalami kematian. Perendaman
pada perlakuan P (78,89%) dan Al (80%) memiliki nilai
TKH tertinggi dibandingkan perlakuan perendaman
lainnya. Namun, perlakuan MT (64,44%) dan PAI (61,12%)
memiliki nilai TKH terendah (p<0,05). Nilai TKH selama
perendaman disajikan pada Gambar 1.

80+ 5,8
61,12+ 5,1°

80 -
60
40 -
20
0
K MT

P PAI Al

Perlakuan
(Treatment)

Gambear 1. Nilai tingkat kelangsungan hidup (TKH) ikan plati pedang pada saat dilakukan perendaman pada
perlakuan tanpa perendaman (K), 17a-metiltestosteron dengan dosis 5,4 mg L' (MT), ekstrak buah pinus
0,02 ml L' (P), kombinasi ekstrak pinus 0,02 mL L' dan aromatase inhibitor 20 mg L' (PAI), dan aromatase
inhibitor 20 mg L (Al).

Figure 1. Survival rate during immersion on treatment without immersion (K), 54 mg L' 174-methyltest-
osterone (MT), 0,02 ml L' pine cone extract (P), combination of 0,02 mL L'’ pine cone extract and 20 mg L’
aromatase inhibitor (PAl), and 20 mg L' aromatase inhibitor (Al).
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96,58 + 3d
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Male Fish Percentage (%)

45,55 +3,92

Nisbah Kelamin Jantan

79,01 £2¢

(Muhammad Saepul Akbar)

81,89 +1,7¢
69,39 £2,3b

K MT P PAI

Al

Perlakuan
(Treatment)

Gambar 2. Nilai nisbah kelamin jantan pada ikan plati pedang yang diperoleh setelah diberi perlakuan dan
dipelihara selama 60 hari pada perlakuan tanpa perendaman (K), 17a-metiltestosteron dengan dosis 5,4 mg
LT (MT), ekstrak buah pinus 0,02 ml L' (P), kombinasi ekstrak pinus 0,02 mL L' dan aromatase inhibitor 20

mg L' (PAI), dan aromatase inhibitor 20 mg L' (Al).
Figure 2. Male fish percentage on each materials after 60 days of rearing on treatment without immersion

(K), 5,4 mg L'’ 17d-methyltestosterone (MT), 0,02 ml L' pine cone extract (P), combination of 0,02 mL L’

pine cone extract and 20 mg L' aromatase inhibitor (PAl), and 20 mg L' aromatase inhibitor (Al).

Kematian yang terjadi diduga akibat dosis hormon
yang masih bersifat letal atau waktu perendaman yang
terlalu lama. Berdasarkan penelitian Liao et al., (2014),
paparan hormon dengan dosis sub-letal selama fase
sensitif dari diferensiasi seks tidak berpengaruh terhadap
kematian, kemampuan menetas dan pertumbuhan ikan.
Namun, hal tersebut dapat menyebabkan endocrine-
disrupting effectyang cukup kuat sepanjang fase dewasa
hingga keturunan berikutnya dari ikan yang terpapar
hormon eksogen tersebut. Perubahan yang dapat terjadi
diantaranya adalah terganggunya ekspresi gen yang
bertanggung jawab dalam sintesis estrogen (seperti
gonadal CYP19A) dan metabolisme (seperti hepatic
CYP3A), terganggunya fenotipe seksual, penurunan
sintesis vitellogenin dan penurunan performa seksual
ketika dewasa dan kerancuan pada keturunan pertama
(F1). Menurut Alcantar-Vazquez (2018), tingkat
kelangsungan hidup ikan yang diberikan perlakuan
hormon, akan sangat bergantung pada jenis hormon
yang digunakan (alami atau buatan), konsentrasi yang
digunakan, penentuan waktu dalam pengaplikasiannya,
serta durasi yang digunakan (Mirea et al., 2013).

Secara umum, gangguan terhadap imunitas ikan
akan mengancam kelangsungan hidup larva. Steroid
sintetik yang diguunakan dalam produksi monoseks
menyebabkan kematian yang tinggi pada beberapa
spesies. Pada kasus tertentu, penggunaan MT
berdampak negatif pada kelangsungan hidup, hingga
menyebabkan kematian lebih dari 50% (Abo-Al-Ela
2018). Penelitian yang dilakukan oleh Abo-Al-Ela et

al., (2017), mengatakan bahwa aplikasi hormone MT
dapat meningkatkan kematian pada larva dalam dosis
tertentu. Selain itu, kematian tersebut dihubungkan
dengan ekspresi yang yang berkaitan dengan imunitas.
Hormon steroid memainkan peran yang sangat
penting dalam memodulasi sistem imun. Namun,
masih banyak perdebatan terkait efek dari androgen
dalam menekan atau menstimulasi tingkat imunitas.
Dengan kata lain, terdapat kemungkinan bahwa
hormon androgen dapat berdampak positif maupun
negative terhadap kesehatan dan pertumbuhan ikan
(Abo-Al-Ela 2018). Hasil tersebut mengindikasikan
bahwa testosteron diduga bekerja sebagai
imunosupresan. Testosteron juga diketahui dapat
memediasi kematian sel pada sistem lain. Testosteron
bertanggung jawab dalam kematian dari sel granulosa
saat terjadinya atresia folikuler dan kematian saraf
selektif selama perkembangan sistem saraf pusat.

Nisbah Kelamin Jantan (NK]J)

Hasil menunjukkan bahwa pada ikan yang diberi
perlakuan perendaman menghasilkan nilai NKJ yang
lebih tinggi dibandingkan perlakuan kontrol. Perlakuan
K memiliki nilai NK] yang paling rendah, yakni
sebanyak 45,55% dan berbeda nyata dengan perlakuan
lain (P < 0,05). Perendaman pada perlakuan MT
memiliki nilai NKJ yang tertinggi, yakni mencapai
96,58% dan secara statistik berbeda nyata dengan
seluruh perlakuan lainnya. Perlakuan P dan PAI
memiliki nilai NKJ secara berturut-turut mencapai
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Gambar 3. Rata-rata produksi ikan jantan yang diperoleh pada perlakuan tanpa perendaman (K), 174-
metiltestosteron dengan dosis 5,4 mg L' (MT), ekstrak buah pinus 0,02 ml L' (P), kombinasi ekstrak pinus
0,02 mL L' dan aromatase inhibitor 20 mg L (PAI), dan aromatase inhibitor 20 mg L' (Al)

Figure 3. Mean male produced on each materials on treatment without immersion (K), 5,4 mg L' 174-
methyltestosterone (MT), 0,02 ml L' pine cone extract (P), combination of 0,02 mL L' pine cone extract
and 20 mg L' aromatase inhibitor (PAl), and 20 mg L' aromatase inhibitor (Al)
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Gambar 4. Kinerja tiap bahan dibandingkan dengan kinerja MT pada perlakuan tanpa perendaman (K), 17a-
metiltestosteron dengan dosis 5,4 mg L' (MT), ekstrak buah pinus 0,02 ml L' (P), kombinasi ekstrak pinus
0,02 mL L' dan aromatase inhibitor 20 mg L' (PAI), dan aromatase inhibitor 20 mg L' (Al)

Figure 4. Performance on each materials compared to MT for masculinization on treatment without
immersion (K), 5,4 mg L' 174d-methyltestosterone (MT), 0,02 ml L' pine cone extract (P), combination of
0,02 mL L' pine cone extract and 20 mg L' aromatase inhibitor (PAl), and 20 mg L'’ aromatase inhibitor (Al)

79,01% dan 81,89%. Sedangkan untuk perlakuan Al,
nilai NKJ yang diperoleh adalah sebesar 69,39%. Nilai
NKJ dan rata-rata produksi individu jantan yang
diperoleh tiap perlakuan disajikan pada Gambar 2.

Penelitian yang dilakukan oleh Abaho et al., (2022)
mengungkapkan bahwa penggunaan pinus diharapkan
mampu mendorong proses perkembangan seksual
cenderung ke arah individu jantan. Penerapan dari

ekstrak berbahan dasar tanaman telah banyak dilakukan
sebagai alternatif dari penggunaan hormon sintetis
untuk menghasilkan benih dengan jenis kelamin
jantan. Hal tersebut dikarenakan penggunaan bahan
alami dianggap lebih ramah lingkungan dan merupakan
pendekatan yang lebih aman (Bilen et a/., 2019; Hasan
et al.,2021). Sebagai contoh, penggunaan pinus mulai
menarik perhatian sebagai alternatif dari MT dalam
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menghasilkan populasi a//-male pada ikan (Nian et al.,
2017; Nieves, 2017). Pinus mengandung testosterone
dan merupakan salah satu senyawa bioaktif utama
(Janeczko & Skoczowski, 2005; Velasco et al., 2018),
yang merupakan steroid androgenik yang mampu
menginduksi perkembangan karakteristik reproduktif
jantan pada vertebrata, termasuk ikan (Celik er af,
2011; Leet er al., 2011).

Penelitian yang dilakukan oleh Jiang et al., (2022)
menunjukkan hasil bahwa juvenil belut yang diberi
perlakuan aromatase inhibitor tidak mengalami
perkembangan ovari dan kemudian belut tersebut
berkembang menjadi jantan. Hasil tersebut
mengindikasikan bahwa adanya peran penting dari
estrogen dalam mengarahkan jenis kelamin menjadi
betina. Salah satu faktor pembatas dalam sintesis
estrogen adalah katalisis aromatase dan tingkat
estrogen menjadi menurun secara signifikan ketika
adanya aktivitas dari aromatase inhibitor. Tidak
tersedianya estrogen dalam jumlah yang memadai pada
ovari berujung pada degenerasi oosit, dengan
diferensiasi gonadal epithelium germ cells menjadi
spermatogonia, serta transformasi secara berkala ovari
menjadi testis. Selain itu, kadar hormon androgen
(testosterone dan 11-ketotestosteron) secara berkala
meningkat. Pada penelitian ini, ditemukan hasil bahwa
kombinasi antara ekstrak buah pinus dengan
aromatase inhibitor mampu meningkatkan nilai NK]
pada ikan plati pedang.

KESIMPULAN

Ekstrak buah pinus dapat meningkatkan kinerja
maskulinisasi pada ikan plati pedang. Ekstrak buah
pinus mampu memberikan kinerja maskulinisasi
hingga 81% dari kinerja MT. Dosis optimal untuk
maskulinisasi ikan plati pedang berdasarkan penelitian
ini adalah ekstrak pinus dengan dosis 0,02 mL L.
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