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Abstract. The heavy metal cadmium in waters generally has toxic properties and is harmful to living organisms, although some of
them are needed in small amounts. Cd is a very dangerous heavy metal because it cannot be destroyed (non-degradable) by living
organisms and can accumulate into the organism's body through the food chain. The purpose of this study was to determine the
effect of Cd on the reproduction of male nilem fish (Osteochilus hasselti C.V). The procedure was for the test animals to be kept
in four fiber tubs containing Cd levels (0 mg/L [control]; 2 mg/L [low]; 4 mg/L [medium]; 6 mg/L [high]) for 4 weeks. The impact
of Cd on nilem reproduction was evaluated by the level of expression of the cGnRH-II gene. The results showed that the effect of
cadmium treatment for 4 weeks on the expression value of the cGnRH-II gene had an average range between 0.0036 - 0.3470. The
effect of treatment during weeks 2 and 4 did not have a significant effect (P>0.05) in reducing the value of cGnRH-II gene
expression in male nilem, along with increasing cadmium concentration and length of exposure time.

Keywords : Cadmium, cGnRH-1I Gene Expression, Male Nilem Fish

Abstrak. Logam berat kadmium di perairan pada umumnya mempunyai sifat toksik dan berbahaya bagi organisme hidup,
walaupun beberapa diantaranya diperlukan dalam jumlah kecil. Cd merupakan logam berat yang sangat berbahaya karena tidak
dapat dihancurkan (non-degradable) oleh organisme hidup dan dapat terakumulasi ke tubuh organisme melalui rantai makanan.
Tujuan dari penelitian ini adalah mengetahui pengaruh Cd pada reproduksi ikan nilem (Osteochilus hasselti C.V) jantan.
Prosedurnya hewan uji disimpan di empat bak fiber yang mengandung Cd dengan kadar (0 mg/L [kontrol]; 2 mg/L [rendah]; 4
mg/L [sedang]; 6 mg/L [tinggi]) selama 4 minggu. Dampak dari Cd terhadap reproduksi ikan nilem dievaluasi dengan tingkat
ekspresi gen cGnRH-II. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pengaruh perlakuan kadmium selama 4 minggu terhadap nilai
ekspresi gen cGnRH-II memiliki kisaran rata-rata antara 0,0036 - 0,3470. Pengaruh perlakuan selama minggu ke-2 dan ke-4 tidak
memberikan pengaruh yang signifikan (P>0,05) dalam menurunkan nilai ekspresi gen cGnRH-II pada ikan nilem jantan, seiring
dengan meningkatnya konsentrasi kadmium serta lamanya waktu pemaparan.

Kata kunci : Kadmium, Ekspresi Gen cGnRH-II, Ikan Nilem Jantan.

PENDAHULUAN

Logam berat di perairan pada umumnya mempunyai sifat toksik dan berbahaya bagi organisme hidup,
walaupun beberapa diantaranya diperlukan dalam jumlah kecil (Supriatno dan Lelifajri, 2009). Peningkatan kadar
logam berat dalam perairan akan mengakibatkan logam berat yang semula dibutuhkan untuk berbagai proses
metabolisme akan berubah menjadi racun bagi organisme. Logam berat juga akan terakumulasi dalam sedimen dan
biota melalui proses gravitasi, biokonsentrasi, bioakumulasi dan biomagnifikasi oleh biota air (Priyanto et al., 2008).
Pencemaran logam berat di perairan perlu diperhatikan agar lingkungan dan biota didalamnya tetap terjaga. Beberapa
sungai di Banyumas rawan terjadi pencemaran karena adanya pembuangan limbah industri serta banyaknya
penggunaan pestisida pada pertanian (Rahmawati, 2018). Laporan pengujian kualitas air dan sumber air Kabupaten
Banyumas tahun 2010, kegiatan industri, pertanian, dan penambangan liar merupakan sumber utama pencemaran
logam berat di sepanjang Sungai Serayu (Suwarsito dan Sarjanti, 2014).

Pencemar logam berat yang ada di perairan salah satunya adalah Kadmium (Cd). Cd merupakan logam berat
yang sangat berbahaya karena tidak dapat dihancurkan (non-degradable) oleh organisme hidup dan dapat terakumulasi
ke lingkungan, terutama mengendap di dasar perairan membentuk senyawa kompleks bersama bahan organik dan
anorganik secara adsorbsi dan kombinasi (Rumahlatu, 2012). Penyebarannya luas serta memiliki waktu paruh
(biological life) yang panjang dalam tubuh organisme hidup yaitu sekitar 10-30 tahun karena tidak dapat didegradasi
(Rumahlatu, 2012). Logam berat Cd masuk ke perairan dapat mengakibatkan terganggunya kehidupan biota seperti
ikan (Priyanto et al., 2008). Logam berat yang ada di air akan mengendap di dasar dengan lumpur seiring berjalannya
proses sedimentasi (Siregar et al., 2019). Menurut Hedianto dan Setyadewi (2003), secara umum penyerapan logam
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berat seperti Cd oleh ikan adalah melalui air, pakan, dan sedimen. Dampak dari Cd diantaranya pengaruh lethal
disebabkan gangguan pada saraf pusat sehingga menyebabkan kematian. Pengaruh sublethal terjadi pada organ-organ
tubuh, menyebabkan kerusakan pada hati, penurunan jumlah darah, mengurangi potensi untuk reproduksi,
pertumbuhan dan sebagainya (Prayogo et al., 2016).

Kadmium yang ada diperairan masuk melalui insang kemudian terbawa ke dalam sistem pernafasan sampai
akhirnya akan menembus sel epitel endothelial kapiler darah untuk masuk ke dalam darah lalu ke otak ikan. Cd yang
masuk ke otak dapat mengganggu kinerja dari GnRH (gonadotropin-releasing hormone). Jenis GnRH pada ikan nilem
yaitu cGnRH-II berperan dalam pematangan gonad dan neuromodulator (neuron penghantar sinyal), sedangkan
sGnRH hanya sebagai neuromodulator (Andersen dan Klungland. 1993). Kedua hormon tersebut berperan penting
dalam proses reproduksi ikan (Kang et al., 2011). Logam berat dapat menghambat proses transkripsi saat ekspresi gen
c¢GnRH-II dan dapat meniru efek hormon androgen pada ikan. Selain itu dapat menurunkan LH (luteinizing hormone)
sehingga menurunkan kadar testosterone (Prayogo et al., 2016). Proses reproduksi pada ikan akan terganggu akibat
masuknya logam berat seperti pematangan seksual dan spermatogenesis (Dietrich et al., 2011).

Ikan nilem (Osteochilus hasselti) adalah salah satu ikan spesies asli yang masih banyak ditemukan di perairan
umum seperti Kabupaten Banyumas. Ikan ini juga digunakan sebagai ikan konsumsi, sehingga banyak petani ikan
yang membudidayakan ikan nilem (Prayogo et al., 2016). Akan tetapi, berdasarkan penelitian Susanto dan Fadlilah
(2017) rasio kelamin ikan nilem jantan dan betina tidak seimbang, jumlah ikan nilem jantan diperairan Banyumas lebih
sedikit dibandingkan dengan ikan betina. Hal tersebut perlu diperhatikan agar populasi ikan nilem tetap terjaga.
Menurut penelitian sharifuddin (2010), menyatakan bahwa saat penelitian ditemukan jumlah ikan betina lebih banyak
dari jantan. Hal ini diduga karena sifat ikan betina yang cenderung bergerombol pada saat musim pemijahan. Penelitian
tentang pengaruh logam berat Cd terhadap ekspresi gen cGnRH- II pada ikan nilem jantan masih sangat terbatas. Oleh
karena itu perlu dilakukan penelitian untuk mengetahui efek logam berat Cd terhadap ekspresi gen cGnRH- II pada
ikan nilem jantan. Informasi ini sekiranya dapat digunakan di dalam usaha mengkonservasi ikan nilem sebagai ikan.

METODOLOGI PENELITIAN

Rancangan Percobaan

Pada penelitian ini digunakan metode eksperimental dengan menggunakan desain penelitian Rancangan Acak
Lengkap (RAL) dengan 4 perlakuan yaitu PK (0 ppm), P1 (2 ppm), P2 (4 ppm), dan P3 (6 ppm). Konsentrasi tersebut
ditentukan dari sekitar 0%; 30%; 60%; dan 90% dari nilai LCso pada penelitian Shah dan Altindag (2005) dengan nilai
LCso sebesar 6,5 ppm untuk melihat efek sublethal dari logam berat kadmium. Masing-masing perlakuan terdiri dari
60 ekor ikan nilem. Perlakuan dilakukan selama 4 minggu dengan pengambilan sampel setiap 2 minggu sekali, dan
diambil sebanyak 3 ikan dari masing-masing perlakuan. Variabel yang diamati adalah aktivitas hipofisis pada ikan
nilem jantan. Aktivitas hipofisis diukur dengan mengukur ekspresi gen cGnRH-II pada ikan uji dengan berbagai
perlakuan pemberian kadmium selama 4 minggu.

Parameter Penelitian

Parameter utama penelitian ini adalah ekspresi gen cGnRH-II pada ikan nilem jantan. Parameter pendukung
adalah kualitas air pada setiap perlakuan dilakukan setiap pengambilan sampel. Parameter kualitas air yang diukur
adalah suhu, pH, dan kandungan oksigen terlarut.

Prosedur Penelitian
Persiapan Penelitian

Bak percobaan yang digunakan pada penelitian ini adalah 4 buah bak fiber bundar dengan 1 buah bak untuk
kontrol (tanpa perlakuan logam berat) dan 3 buah bak untuk perlakuan kadmium. Masing-masing bak diisi dengan 300
L air dan dilengkapi dengan sistem resirkulasi tertutup untuk menjamin ketersediaan oksigen di dalam air. Ikan yang
digunakan sebagai hewan uji adalah ikan nilem berumur 4 bulan yang berukuran 4-5 cm dan berasal dari 1 induk.
Pertama, disiapkan ikan nilem sebanyak 240 ekor. Kemudian ikan diaklimasi dalam bak fiber selama 1 hari. Lalu ikan
dipindahkan ke bak fiber yang sudah disiapkan masing-masing sebanyak 60 ekor ikan.

Pemberian Perlakuan

Selama masa percobaan pemaparan kadmium, media bak fiber yang digunakan untuk penelitian diberikan
kadmium dengan dosis yang berbeda. Percobaan dilakukan pada 4 buah bak fiber, yaitu bak pertama sebagai kontrol
tidak diberikan perlakuan kadmium, bak kedua diberikan perlakuan kadmium sebanyak 2 ppm, bak ketiga diberikan
perlakuan kadmium sebanyak 4 ppm, dan bak keempat diberikan perlakuan kadmium sebanyak 6 ppm.
Rumus pengenceran kadmium menurut Suparjo (2010) yaitu:
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N1 . V1 = Nz . Nz
Keterangan :
Ni = konsentrasi kadmium dalam larutan stok
N, = konsentrasi kadmium yang diinginkan dalam media air
V| = volume larutan stok yang akan diambil
V, = volume media air perlakuan yang diinginkan
Pemberian pakan sebanyak 1 kali sehari yaitu sore hari.

Pengambilan Sampel

Perlakuan diberikan selama 4 minggu dengan pengambilan sampel setiap 2 minggu. Pada setiap pengambilan
data, diambil 3 ekor ikan jantan pada masing-masing perlakuan. Pengambilan hipotalamus ikan nilem jantan dari
masing-masing perlakuan dilakukan setiap 2 minggu sekali selama 4 minggu. Pengambilan hipotalamus dilakukan
dengan cara membedah kepala ikan. Setelah didapatkan sampel hipotalamus harus segera disimpan dalam tube 1,5 mL
dan dimasukkan ke dalam ice box. Kemudian sampel hipotalamus disimpan di dalam pendingin dengan suhu -80°C
sampai dilakukan pengukuran aktivitas penghasil gen cGnRH-II.

Isolasi RNA

Isolasi RNA menggunakan produk dari Geneaid yaitu Total RNA Mini-Kit. Isolasi RNA dilakukan dengan cara
mengambil seluruh hipotalamus ikan, kemudian sampel ditambah 400 uL RB Buffer dan diberi 4 pL p-
Mercaptoethanol di dalam 1,5 mL lalu otak dihancurkan dengan Micropestle. Setelah itu dihomogenkan menggunakan
vortex, diamkan selama 3 menit di dalam suhu ruang. Suspensi dipindahkan ke Filter Column dan 600 puL Collection
Tube yang disatukan. Lalu centrifuge selama 1 menit dengan kecepatan 13.000 rpm. Setelah sampel larutan tersaring,
larutan yang berada di Collection Tube diberi 400 pL alkohol 70%, lalu dihomogenkan dengan vortex (Geneaid, 2017).

Sampel dipindahkan ke RB Column menyatu dengan 2 ml Collection Tube, centrifuge selama 2 menit dengan
kecepatan 13.000 rpm. Larutan yang berada di Collection Tube dibuang, lalu pasang kembali dengan RB Column,
ditambahkan 400 uL W1 Buffer ke RB Column, lalu centrifuge kembali selama 1 menit dengan kecepatan 13.000 rpm.
Larutan yang berada di Collection Tube dibuang, pasang kembali dengan RB Column. Wash Buffer 600 pL
ditambahkan, lalu centrifuge kembali selama 1 menit dengan kecepatan 13.000 rpm. Larutan yang berada di Collection
Tube dibuang, pasang kembali dengan RB Column. Ditambahkan 600 puL Wash Buffer, lalu centrifuge kembali selama
1 menit dengan kecepatan 13.000 rpm. Larutan yang berada di Collection Tube dibuang, pasang kembali dengan RB
Column. Kemudian centrifuge kering selama 3 menit dengan kecepatan 13.000 rpm. RB Column dipasangkan dengan
1,5 ml, lalu tambahkan 50 uL. RNase-Free Water ditengah matrix column, didiamkan selama 2 menit memastikan
RNase-Free Water diserap oleh matrix, lalu centrifuge selama 2 menit dengan kecepatan 13.000 rpm untuk mengelusi
RNA murni (Geneaid, 2017).

RNA di DNAse Treatment
Tabel 1. Komponen DNAse Treatment
Komponen Jumlah
RNA 1uL
10X reaction buffer with MgCl, 1 uL
DNase I, Rnase-free (#EN0521) 1 uL
DEPC-treated Water (#R0601) to 10 uL

DNAse Treatment menggunakan produk dari Thermo Scientific yaitu DNA free™ Thermo Scientific-Kit. DNAse
Treatment dilakukan dengan menambahkan semua komponen DNAse ke tabung. Diinkubasi pada suhu 37°C selama
30 menit, pemanasan suhu 37°C dilakukan dengan menggunakan kompor yang diukur dengan termometer. Lalu,
ditambahkan 1 mL. 50 mM EDTA dan diinkubasi pada suhu 65°C selama 10 menit. RNA siap dipakai sebagai template
untuk reverse transcriptase, kemudian sampel di RT-PCR (Thermo Scientific, 2016).

Pengukuran Konsentrasi RNA

Pengukuran konsentrasi RNA menggunakan Nano Spectrophotometer merek IMPLEN. Pertama alat tersebut
dinyalakan tekan tombol on/off, kemudian dilakukan pemilihan pengaturan untuk mengukur konsentrasi RNA. Dipilih
dengan menekan tombol ok, dengan ketentuan Lid Factor 10 lalu unit dalam satuan mg/mL. Setelah selesai dengan
pengaturan alat, lalu dimulai pengukuran yang sebelumnya diteteskan blanko (akuabides) menggunakan mikropipet
sebanyak 4 uL pada kuvet, tombol sample (berwarna hijau) ditekan. Kemudian pada layar setelah menunjukkan semua
nilai 0, kuvet dibersihkan dengan tisu. Siapkan sampel diambil dengan mikropipet sebanyak 4 pL, lalu diteteskan ke
kuvet, ditekan tombol sample (berwarna hijau). Setelah dilayar muncul nilai konsentrasi, dicatat kemudian kuvet
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kembali dibersihkan dengan tisu beserta penutup kuvet. Dilanjutkan sampel berikutnya. Setelah semua sampel diukur,
dipilih tombol escape sampai kembali pada menu awal. Tombol on/off ditekan kembali (IMPLEN, 2011).

Pengambilan dan Pengukuran Parameter Penelitian

Pengukuran Ekspresi Gen cGnRH-II menggunakan KAPA ™ SYBR® FAST One-Step qRT-PCR Kit. Sampel
RNA dari masing-masing perlakuan kadmium yang berbeda selama 4 minggu kemudian dievaluasi ekspresi gen
penyandi cGnRH-II dengan menggunakan KAPA™ SYBR® FAST One-Step qRT-PCR Kit (Tabel 2).

Pembuatan Master Mix qPCR
Tabel 2. Komponen Master Mix gPCR

Komponen Konsentrasi Akhir 20pLrxn
Nuklease bebas air hingga 20 uLb Sebagaimana diisyaratkan

KAPA™ SYBR® FAST One-Step qRT-PCR (2X) 1x 10 uL
Forward Primer (10 M) 200 nM 0,4 uL
Reverse Primer (10 M) 200 nM 0,4 uL
dUTP (10 mM) 200 nM 0,4 uL
ROX Low Lihat prosedur 0,4 uL
KAPA RT Mix (50x) Ix 0,4 uL

RNA Template lpg 5 uL

Pengaturan One Step qPCR

Pengaturan One Step qPCR dimulai dari mensintesis cDNA pada suhu 42°C selama 5 menit, lalu menonaktifkan
RT pada suhu 95° C selama 2-5 menit. Selanjutnya proses denaturasi pada suhu 95° C selama 3 detik dan aneling pada
suhu 60° C selama > 20 detik sebanyak 40 siklus. Langkah terakhir adalah proses ekstensi selama 5 menit. Primer yang
digunakan dalam penelitian ini menggunakan primer real time yang spesifik mengamplifikasi gen GnRH pada ikan
nilem. Primer yang digunakan untuk menguji ekspresi GnRH adalah F2 dan R2. Sedangkan untuk Aouse keeping gene
menggunakan primer Beta actin yaitu FA dan RA (KAPABIOSYSTEM, 2017).

Tabel 3. Desain Primer yang digunakan dalam Real Time PCR (Prayogo et al., 2016)

No Nama/Kode Primer Sekuens Komplemen DNA (primer) Tm Produk PCR
1. Forward Real Time cGnRH-II (F2) CATCTGCAGGCTGTTTGTGG 62,81 75 b
2. Reverse Real Time cGnRH-II (R2) TGCTGAGAGCTGGCAAACTG 62,83 P
3. Forward B-actin (FA) GAGCTATGAGCTCCCTGACGG 58,3 53b
4. Forward B-actin (RA) AAACGCTCATTGCCAATGGT 55,6 p

Keterangan: A=Adenine; T=Thymine; C=Cytosine; G=Guanine.

Hasil amplifikasi menggunakan Real Time PCR kemudian digunakan untuk membandingkan jumlah molekul
DNA hasil amplifikasi gen penyandi cGnRH-II dengan hasil amplifikasi gen B-actin. Nilai perbandingan yang
didapatkan kemudian akan dibandingkan kembali dengan kelompok ikan perlakuan berbagai konsentrasi kadmium
menurut Forlenza et al. (2012) dengan rumus:
AACT = (Ct cGnRH—II—Ct actin) sampel — (Ct cGnRH—II—Ct actin) Kalibrator, R ¢GhRH-Il = 2 AACT

Keterangan:

AACt = Siklus Threshold

Ct cGnRH sampel = nilai Ct cGnRH-Il sampel ke-i
Ct p-actin sampel = nilai Ct p-actin sampel ke-i

Ct cenrH-11 katibrator= Nilai Ct cGNRH-11 sampel dengan f-actin tertinggi
Ct pactinkalibrator = Nilai Ct S-actin terendah hasil amplifikasi
R cGnru-1 = Tingkat ekspresi gen cGnRH-II

Waktu dan Tempat
Penelitian ini dilakukan pada bulan November 2019-Januari 2020 di Laboratorium Fakultas Perikanan dan llmu
Kelautan, dan Laboratorium Genetika dan Molekuler, Fakultas Biologi, Universitas Jenderal Soedirman.

Analisis Data

Adapun data kuantitatif berupa ekspresi gen penghasil cGnRH-II pada masing-masing perlakuan. Pengaruh
kadmium terhadap ekspresi gen cGnRH-II pada ikan nilem (Osteochilus hasselti C.V) jantan dilakukan dengan analisis
deskriptif komparatif. One Way ANOVA untuk mengetahui konsentrasi kadmium yang dapat mengganggu ekspresi gen
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c¢GnRH-II pada ikan nilem (Osteochilus hasselti C.V) jantan, apabila berbeda nyata maka akan dilanjutkan dengan uji
BNT apabila berbeda nyata.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Ekspresi gen merupakan proses transkripsi materi genetika (DNA) di dalam sel menjadi RNA dan selanjutnya
ditranslasi menjadi polipeptida yang spesifik (Madigan et al., 2009). Menurut Dorland (2002), menyatakan bahwa
ekspresi gen adalah proses aliran informasi genetik dalam penentuan sifat suatu individu melalui mekanisme
transkripsi dan translasi. Transkripsi yaitu proses penyalinan kode genetik yang ada pada DNA menjadi molekul RNA,
sedangkan translasi yaitu proses penerjemahan urutan nukleotida yang ada pada molekul mRNA menjadi rangkaian
asam amino yang menyusun suatu polipeptida atau protein (Ilmanafia, 2018). Salah satu gen yang terekspresi dalam
tubuh ikan yaitu GnRH. GnRH pada ikan umumnya dibagi menjadi 2 macam yaitu cGnRH II (chicken gonadotropin-
releasing hormone 11), sGnRH (salmon gonadotropin-releasing hormone) (Yorio et al., 2019). Pada ikan air tawar
ditemukan 2 macam GnRH yaitu ¢cGnRH-II dan sGnRH, keduanya berperan dalam menstimulasi pelepasan LH di
kelenjar hipofisis. Hasil pengamatan menyatakan bahwa peran ¢cGnRH-II lebih besar dibandingkan dengan sGnRH
dalam proses reproduksi. Gen cGnRH-II terekspresi sejak 4 hari setelah penetasan, sedangkan sGnRH terekspresi sejak
7 hari setelah penetasan (Fornies, ef al., 2003).

Ekspresi gen dapat dianalisis dengan menggunakan Real Time PCR atau qPCR. Polymerase Chain Reaction
(PCR) merupakan salah satu metode yang dapat digunakan untuk memperbanyak DNA suatu organisme (Pertiwi, et
al. 2015). Pengukuran nilai ekspresi gen cGnRH-II pada ikan nilem jantan yang terpapar logam berat kadmium dapat
dilihat dari nilai R ¢cGnRH-II yang diperoleh dari hasil perhitungan rumus delta CT (Prado, ef al, 2013). Menurut
Rahardianti dan Nur (2017), menyatakan bahwa gen kontrol yang digunakan dalam qPCR adalah gen housekeeping
yang terekspresi secara konstitutif, seperti f-aktin. Perlakuan pemaparan kadmium dilakukan selama 4 minggu dan
terdiri dari empat perlakuan dengan masing-masing perlakuan kontrol (PK) mengandung 0 ppm, perlakuan 1 (P1)
mengandung 2 ppm, perlakuan 2 (P2) mengandung 4 ppm, dan perlakuan 3 (P3) mengandung 6 ppm. Hasil pengukuran
nilai ekspresi gen cGnRH-II pada ikan nilem jantan yang telah diberikan perlakuan logam berat kadmium dapat dilihat
pada Tabel 4.

Tabel 4. Nilai Ekspresi Gen cGnRH-I1 pada Ikan Nilem Jantan yang Terpapar Kadmium
Nilai Ekspresi Gen cGnRH-II

Waktu Pemaparan

PK (0 ppm) P1 (2 ppm) P2 (4 ppm) P3 (6 ppm)
MO0 0,2517 0,2517 0,2517 0,2517
M2 0,0515 0,1904 0,0057 0,3470
M4 0,0162 0,0036 0,0067 0,0163

Berdasarkan tabel diatas nilai ekspresi gen cGnRH-II selama 4 minggu pemaparan dengan logam berat kadmium
memiliki kisaran rata-rata 0,0036-0,3470. Hasilnya dapat dilihat bahwa pada minggu ke-0 nilai ekspresi gen cGnRH-
II rata-rata sebesar 0,2517. Pada minggu ke-2 nilai ekspresi gen cGnRH-II rata-rata berkisar antara 0,0057-0,3470.
Pada minggu ke-4 nilai ekspresi gen rata-rata berkisar antara 0,0036-0,0163. Pada setiap perlakuan, nilai gen cGnRH-
II terekspresi selama pemberian perlakuan sampai minggu ke-4. Hal tersebut menunjukkan bahwa gen cGnRH-II tetap
diproduksi setiap minggu. Menurut Fornies et al. (2003), menyatakan bahwa gen cGnRH-II pada ikan mulai
terekspresi sejak 4 hari setelah penetasan. Kemudian, Gen cGnRH-II tetap terekspresi pada hipofisis ikan yang belum
matang gonad meskipun kadarnya sangat rendah.

Ekspresi Gen cGnRH-I11 Ikan Nilem Jantan yang Terpapar Cd

Fluktuasi nilai ekspresi gen cGnRH-II dari ikan nilem pada setiap perlakuan, mulai dari minggu ke-0, minggu
ke-2, dan minggu ke-4 dapat dilihat pada Gambar 5.
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Gambar 1. Tingkat MRNA cGnRH-I1I (xSD) Ikan Nilem yang Dipelihara pada Media Mengandung Logam Berat
Kadmium Selama 4 Minggu

Berdasarkan Gambar 1, menunjukkan adanya fluktuasi nilai ekspresi gen cGnRH-II ikan nilem, pada setiap
perlakuan mulai dari minggu ke-0 sampai minggu ke-4. Perbedaan nilai ekspresi gen cGnRH-II pada ikan nilem
didasarkan pada besarnya konsentrasi logam berat kadmium yang digunakan dan jangka waktu pemaparan. Pada
minggu ke-0 menunjukkan bahwa nilai ekspresi gen cGnRH-II ikan nilem jantan memiliki nilai yang sama yaitu
0,2517. Hal ini disebabkan karena pada minggu ke-0, belum diberikan perlakuan logam berat kadmium. Sehingga nilai
ekspresi gen cGnRH-II pada ikan nilem jantan sama pada setiap perlakuan dan tidak terjadi fluktuasi. Pada minggu
ke-0 ikan masih dapat tumbuh dengan baik karena tidak ada bahan toksik yang menghambat metabolisme tubuhnya
(Rahayu et al., 2017).

Pada minggu ke-2, nilai ekspresi gen ¢cGnRH-II pada perlakuan kontrol (PK) hingga perlakuan 3 (P3)
menunjukkan tidak berbeda nyata (P>0,05). Berdasarkan hasil tersebut, dapat diketahui bahwa pada minggu ke-2
pemberian perlakuan logam berat kadmium belum memberikan pengaruh yang signifikan terhadap fluktuasi
penurunan ekspresi gen cGnRH-II. Faktor yang mempengaruhi kadmium terhadap ekspresi gen yaitu umur hewan uji,
konsentrasi yang rendah, dan waktu pemaparan yang singkat. Selain itu, dimungkinkan karena ikan nilem telah
beradaptasi dengan logam berat kadmium yang diberikan selama waktu pemaparan (Prayogo et al., 2016). Penelitian
sebelumnya yang dilakukan oleh Foran ef al. (2002) yaitu menggunakan ikan medaka (Oryzias latipes) sebagai hewan
uji. Konsentrasi kadmium yang digunakan sebesar 0-10 ppb dengan waktu pemaparan selama 2 minggu. Tujuannya
yaitu untuk mengetahui pengaruh pemaparan kadmium terhadap fungsi endokrin dan reproduksi. Pemaparan selama
2 minggu dengan konsentrasi kadmium 0-10 ppb hasilnya tidak berbeda nyata. Hal tersebut menandakan bahwa
konsentrasi kadmium sebesar 0-10 ppb dengan pemaparan selama 2 minggu tidak berpengaruh terhadap fungsi
endokrin dan reproduksi pada ikan.

Jenis dan umur hewan uji juga sangat menentukan pengaruh ekspresi gen cGnRH-II pada ikan. Pada penelitian
Foran et al. (2002), dijelaskan bahwa ikan yang digunakan sebagai hewan uji yaitu ikan medaka dewasa. Sehingga
tingkat perubahan hormon yang berperan dalam sistem endokrin dan reproduksi tidak terganggu akibat pemaparan
kadmium karena lebih toleran. Selain itu tingginya hormon steroid pada ikan menyebabkan metabolisme ikan tetap
berjalan. Hal tersebut menyebabkan ekspresi gen cGnRH-II yang berfungsi dalam sistem reproduksi tidak terpengaruh
oleh pemaparan kadmium. Menurut Pait dan Nelson (2002), menyatakan bahwa waktu pemaparan logam berat
kadmium selama 2 minggu dengan konsentrasi kadmium yang sangat rendah belum memberikan pengaruh yang
signifikan.

Pada minggu ke-4, nilai ekspresi gen cGnRH-II pada perlakuan kontrol (PK) hingga perlakuan 3 (P3)
menunjukkan tidak berbeda nyata (P>0,05). Berdasarkan hasil tersebut, dapat diketahui bahwa pada minggu ke-4
pemberian perlakuan logam berat kadmium belum memberikan pengaruh yang signifikan terhadap tingkat ekspresi
gen cGnRH-II. Hal ini memungkinkan bahwa ikan telah beradaptasi dengan lingkungan yang mengandung logam
berat. Akumulasi kadmium dalam tubuh ikan dipengaruhi oleh jenis hewan uji, jenis logam berat, konsentrasi, dan
waktu pemaparan dari logam berat tersebut (Vinodhini dan Narayan, 2009). Penelitian yang dilakukan oleh Kozak et
al. (2018) dengan menggunakan salah satu jenis ikan mas. Konsentrasi kadmium yang digunakan yaitu sebesar 0,4
ppm dan 4 ppm dengan pemaparan selama 1-5 bulan. Tujuannya adalah untuk mengetahui efek kadmium terhadap
reproduksi dan pematangan gonad pada ikan mas. Pada bulan pertama dengan pemaparan kadmium sebesar 0,4 ppm
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hasilnya yaitu tidak berbeda nyata (P>0,05). Hal tersebut menandakan bahwa kadmium tidak mempengaruhi ekspresi
gen GnRH karena sistem reproduksi dan pematangan gonad pada ikan tidak terpengaruh. Pada penelitian ini akumulasi
kadmium dalam otak hanya sedikit, karena konsentrasi kadmium yang digunakan rendah.

Tingkat konsentrasi, waktu pemaparan, dan jenis logam berat sangat menentukan pengaruh terhadap ekspresi
gen cGnRH-II pada ikan. Penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Prayogo et al. (2016), menggunakan ikan nilem
sebagai hewan uji. Logam berat yang digunakan yaitu HgCl dengan konsentrasi 0 ppm; 0,025 ppm; 0,05 ppm; dan 0,1
ppm dan waktu pemaparan selama 8 minggu. Berdasarkan penelitian tersebut hasilnya yaitu berbeda nyata (P<0,05),
karena pada minggu ke 2, 4, 6, dan 8§ terjadi penurunan ekspresi gen cGnRH-II. Pada penelitian ini menunjukkan
bahwa jenis logam berat HgCL dengan berbagai konsentrasi dan waktu pemaparan berpengaruh pada ekspresi gen
ikan nilem. Menurut Murtini et al. (2008), menyatakan bahwa urutan toksisitas logam berat dari yang tertinggi ke yang
paling rendah terhadap ikan pada lingkungan yang tercemar yaitu Hg** > Cd*" > Ag?" > Ni** > Pb*" > As*" > Zn*",
Dapat disimpulkan bahwa logam berat Hg lebih toksik dibandingkan dengan Cd.

Keberadaan logam berat kadmium di sekitar perairan Banyumas seperti di Sungai Serayu memiliki kisaran kadar
logam berat kadmium sebesar 0,045-0,079 ppm (Suwarsito dan Sarjanti, 2014). Kadar logam berat kadmium di sungai
tersebut sudah melewati batas baku mutu air yang sudah ditentukan menurut PP No. 82 tahun 2001 yaitu sebesar 0,01
ppm. Air yang digunakan oleh masyarakat untuk budidaya ikan di Banyumas bersumber dari sungai-sungai yang ada
di sekitarnya. Berdasarkan hal tersebut, air yang digunakan untuk budidaya ikan sudah tercemar logam berat kadmium.
Hal tersebut dapat menyebabkan ikan yang ada di Banyumas sudah beradaptasi dengan lingkungannya sehingga ikan
tidak terpengaruh terhadap perlakuan logam berat kadmium yang diberikan pada saat penelitian (Suwarsito dan
Sarjanti, 2014).

KESIMPULAN

Logam berat kadmium tidak memberikan pengaruh terhadap ekspresi gen cGnRH-II pada ikan nilem
(Osteochilus hasselti C.V) jantan. Berbagai konsentrasi logam berat kadmium tidak mengganggu terhadap ekspresi
gen cGnRH-II pada ikan nilem (Osteochilus hasselti C.V) jantan.
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