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KERAGAMAN GENETIK H l B R I D A BEBERAPA STRAIN IKAN NILA
{Oreochromis niloticus Bleeker)1

[Genetic Variability of Tilapia {Oreochromis niloticus Bleeker) Hybrid]
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ABSTRACT
Objectives of this study are to determine the genetic variability among progeny of intraspecific crossing between three strains of Oreochro-
mis niloticus Bleeker (BEST, Nirwana, and Red NIFI) using Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD) and truss morphometric. The
results showed that hybridization enabled to increase genetic variability respectedly on progeny of Nirwana male crossed to BEST female
(27,93%) as well as to Red NIFI female. An analysist of truss morphometric indicated that BEST population had the lowest similarity and
largest genetic distance (0,6) to the Nirwana and Red NIFI which were closer to the hybrid populations.

Key words: Tilapia, RAPD, genetic variability.

ABSTRAK
Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi keragaman genetik hibrida hasil persilangan 3 strain ikan nila Oreochromis niloticus Bleeker
(BEST, Nirwana, Red NIFI) dengan metode Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD) dan truss morphometric. Hasil penelitian
menunjukkan peningkatan keragaman genetik hibrida hingga 27,93% pada persilangan antara Nirwana jantan dengan induk betina BEST
juga dengan Red NIFI. Analisis morfometrik menunjukkan bahwa nila BEST memiliki tingkat kemiripan yang paling rendah serta jarak
genetik terbesar (0,6) terhadap Nirwana dan Red NIFI yang menunjukkan kekerabatan genetik lebih dekat dengan populasi hibrida.

Kata Kunci: Nila, RAPD, keragaman genetik.

PENDAHULUAN

Perikanan budidaya merupakan target utama

pemerintah dalam upaya menjadikan Indonesia se-

bagai produsen perikanan dan kelautan terbesar pada

tahun 2015 dengan peningkatan sebesar 353 %. Sa-

lah satu komoditas yang menjadi unggulan budidaya

adalah ikan nila (Gustiano, 2009). Perkembangan

nila cukup pesat, pada awalnya merupakan spesies

introduksi dari Taiwan, hingga saat ini sudah

dihasilkan strain-strain baru melalui proses seleksi

dan persilangan {selective-breeding) dengan

keunggulan khusus. Misalnya, nila BEST adalah

strain nila hitam hasil pemuliaan nila GIFT {Genetic

Improvement Farm Tilapia) generasi ke-6 yang

toleran terhadap berbagai lingkungan buruk

(Gustiano, 2009), Nirwana merupakan nila hitam

hasil seleksi famili dari nila GIFT dan GET

{Genetically Enhanced Tilapia), dan Red NIFI yang

dikenal sebagai nila merah hibrida. Pengelolaan

sumber genetik dan perbaikan mutu genetik ikan nila

harus terus dilakukan untuk penyediaan benih sebar

yang berkualitas dalam rangka percepatan peningka-

tan produksi.

Seleksi dan persilangan (hibridisasi) meru-

pakan metode eksploitasi sifat unggul melalui me-

kanisme heterosis {hybrid vigour) yaitu pemanfaatan

aksi gen dominansi pada individu heterozigot (Tave,

1999), dengan demikian akan meningkatkan

keragaman genetik dan potensi produksinya

(Nugroho, 2001). Informasi keragaman genetik dapat

diperoleh secara molekuler dengan metode

Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD)

yang berkorelasi secara fenotipik dengan

pengamatan morfometrik (Abdallah et al., 2004;

Arifin dan Kurniasih 2007; Arifin et al., 2007;

Nuryadi et al,,2007).

Tujuan penelitian ini adalah mengkaji keraga-

man genetik ikan nila {Oreochromis niloticus Blee-

'Diterima: 15Agustus 2011 - Disetujui: 10 September 2011
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ker) hasil persilangan intraspesifik tiga strain (BEST,

Nirwana, dan Red NIFI) menggunakan metode Ran-

domly Amplified Polymorphic DNA (RAPD) dan

truss morfometrik.

BAHAN DAN METODE

Sampel DNA

Ikan uji yang digunakan terdiri dari sembilan

populasi hasil persilangan resiprok tiga strain ikan

nila (BEST, Nirwana, Red NIFI). Skema persilangan

dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Skema hibridisasi tiga populasi ikan nila
secara dua arah

Populasi

Jantan(1)

R
N

B

R

RR
NR
BR

Betina(2)

N

RN
NN
BN

B

RB
NB
BB

Keterangan: R (Red NIFI), N (Nirwana), B (BEST).

Sampel DNA berasal dari 10 individu per

populasi (total 90 sampel) diekstrak menggunakan

Genomic DNA Purification Kit (Fermentas). Setiap

ikan diambil sirip ekornya sebanyak 20-25 mg

ditambah 400 mL lysis solution dan dihomogenisasi

selama 20 detik kemudian diinkubasi pada suhu 65°

C selama lima menit. Selanjutnya ditambah

chloroform sebanyak 600 mL, divorteks selama 20

detik dan disentrifugasi dengan kecepatan 10.000

rpm selama dua menit. Supernatan dipresipitasi

dengan menambahkan 720 mL H2O lalu

dihomogenkan pada suhu ruang selama 2 menit dan

disentrifugasi pada kecepatan 10.000 rpm selama dua

menit. Ekstrak DNA yang berupa endapan tersebut

dikeringkan kemudian ditambahkan 100 mL NaCl

(1,2 M) dan etanol absolut dingin sebanyak 300 mL

kemudian diinkubasi pada suhu rendah (-20°C)

selama 10 menit lalu disentrifugasi pada kecepatan

10.000 rpm selama 3-4 menit, dibilas dengan etanol

dingin 70% lalu ditambahkan 100 mL H2O

kemudian dielektoforesis.

Analisis RAPD

DNA hasil ekstraksi (3 mL) ditambah dengan

1 mL loading dye dan dielektroforesis menggunakan

gel agarose 1% dalam pelarut Tris-Borate-EDTA

(TBE). Selanjutnya, DNA divisualisasi dengar

pewarnaan gel menggunakan larutan ethidium

bromide 5 ppm selama 20 menit kemudian diamati di

atas ultraviolet transilluminator dan

didokumentasikan dengan fihn polaroid.

Analisis RAPD dilakukan dengan teknik PCR

menggunakan 3 primer (Tabel 2): OPA-02 (5'-

TGCCGAGCTG-3'), OPA-03 (5'-AGTCAGCCAC-

3'), OPC-05 (5'- GTCCCGACGA-3'). Setiap unit

analisis terdiri dari 1 mL primer, 3 mL DNA, 12,5

mL 2x PCR Master Mix dan 8,5 mL H2O nuklease

free. Proses RAPD-PCR_ meliputi tahap denaturasi

awal (94°C, 2 menit) dan denaturasi (94°C, 1 menit)

tahap annealing (36°C, 1 menit) dan elongasi (72'C,

2 menit) serta elongasi akhir (72°C, 7 menit)

kemudian dielektroforesis pada gel agarose 1,5% dan

divisualisasikan.

Analisis keragaman genetik intrapopulasi dan

hubungan kekerabatan genetik interpopulasi

dilakukan dengan metode exact test for population

differentiation serta perhitungan jarak genetik

dengan progrm TFPGA (Tools for Population

Genetic Analyses) (Wright 1978, Raymond dan

Rousset 1995 dalam Miller, 1997).

Tabel 2. Jenis primer yang digunakan dalam analisis
RAPD

No. Kode Urutan Panjang
Primer basa nukleotida

1 OPA-02 TGCCGA 10-mer 70%
GCTG

2 OPA-03 AGTCAG 10-mer 60%

3 OPC-05 GTCCCG 10-mer 70%
ACGA
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Tabel 3. Deskripsi 21 karakter morfometrik ikan nila

No Bidang Truss Kode Deskripsi titik-titik morfometrik
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

Kepala

Tengah Tubuh

Tubuh belakang

Pangkal ekor

Al
A2
A3
A4
A5
A6
Bl
B3
B4
B5
B6
Cl
C3
C4
C5
C6
Dl
D3
D4
D5
D6

Bawah mulut - awal sirip perut
Bawah mulut - atas mata
Atas mata - awal sirip punggung keras
Awal sirip perut - awal sirip punggung keras
Awal sirip perut - atas mata
Bawah mulut - awal sirip punggung keras
Awal sirip perut - awal sirip anal
Awal sirip punggung keras - awal sirip punggung lunak
Awal sirip punggung lunak— awal sirip anal
Awal sirip punggung keras - awal sirip anal
Awal sirip punggung lunak - awal sirip perut
Awal sirip anal - akhir sirip anal
Awal sirip punggung lunak - akhir sirip punggung keras
Akhir sirip punggung lunak - akhir sirip anal
Awal sirip punggung lunak - akhir sirip anal
Akhir sirip punggung lunak - awal sirip anal
Akhir sirip anal — awal sirip ekor bawah
Akhir sirip punggung lunak - awal sirip ekor atas
Awal sirip ekor atas - awal sirip ekor bawah
Akhir sirip punggung lunak- awal sirip ekor bawah
Awal sirip ekor atas - akhir sirip anal

Gambar 1. Skema truss morfometrik ikan nila (Brzesky and Doyle, 1988).
Keterangan: LS = Standard Length /Panjang Standar

Truss morphometric

Pengukuran truss morfometrik (Brzesky and

Doyle, 1988) dilakukan menggunakan jangka sorong

dengan ketelitian 0,01 mm pada benih umur 84 hari,

masing-masing 10 jantan dan 10 betina per populasi

hasil persilangan sehingga jumlah total ikan yang

diukur sebanyak 180 ekor. Parameter pengukuran

truss morfometrik terdiri dari 21 karakter (Brzesky

dan Doyle, 1988) (Gambar 1 dan Tabel 3).

Tabel 4. Jumlah dan ukuran fragmen DNA
teramplifikasi pada ikan nila

No. Primer
Jumlah frag- ukuran fragmen

men (bp)

OPA-02 18-Jul 200 - 2000

OPA-03 10-Jan 200-1600

OPC-05 15-Mar 250-3000
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Foto 1. Profil RAPD teramplifikasi pada ikan nila:
OPA-02, OPA-3. OPC-5

HASIL

Polimorfisme DNA

Profil RAPD teramplifikasi disajikan pada

Tabel 4 dan Foto 1. Ukuran DNA teramplifikasi

berkisar antara 200-3000 bp. sedangkan jumlah

fragmen RAPD bervariasi antara 1-10 (OPA-03), 3-

15 (OPC-05) 7-18 (OPA-02).

Polimorfisme genetik pada populasi hibrida

lebih tinggi dibandingkan truebreed (Tabel 5). Popu-

lasi hibrida yang melibatkan Nirwana jantan (NB,

NR) menunjukkan polimorfisme genetik yang

tertinggi (27,23-27,93%) dan RN adalah yang teren-

dah (10.46%). sedangkan pada truebreed BEST (BB)

Tabel 5. Polimorfisme genetik sembilan populasi
hasil hibridisasi 3 strain ikan nila

BEST Nirwana Red NIFI

BEST
Nirwana
Red NIFI

20,31%
19,80%
26,91%

27,93%
15,41%
27.23%

15,13%
10,46%
1 7.04%

lebih tinggi dari pada Nirwana (NN) yakni 20.31%

versus 15,41%.

Demikian pula. tingkat heterosigositas populasi

lasi hibrida lebih tinggi dari pada truebreed (Tabel

6), yang terendah adalah RN (0,04) sebaliknya VR

tergolong tinggi (0,11).

Berdasarkan uji perbandingan berpasangan

Tabel 6. Heterozigositas sembilan populasi hasi
hibridisasi tiga strain ikan nila

BEST
Nirwana
Red NIFI

BEST

0.08
0.07
0.12

Nirwana

0.09
0.07
0,11

Red NIFI

0,06
0.04
0.06

(Fsl) terhadap variasi alelik antar populasi (Tabel 7)

menunjukkan perbedaan yang nyata kecuali antara

Tabel 7. Probabilitas uji Fsl ragam alelik antar
populasi hasil hibridisasi ikan nila

Pop-
ulasi NB BN BR BB NR NN RN RR RB

NB ***

BN 0,01 ***

BR 0,33 0,00 ***

B B 0,00 0.00 0.00 ***

NR 0,00 0,00 0,00 0,00 ***

NN 0.00 0.00 0.00 0,00 0,00 ***

RN 0.00 0.00 0.00 0,00 0,00 0.02 ***

RR 0.00 0.00 0.00 0,00 0,01 0,00 0,00 ***

R B 0,33 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 ***

hibrida NB dengan BR dan RB (P>0.05).

Berdasarkan analisis hubungan kedekatan

genetik antar populasi hasil persilangan 3 strain ikan

nila (Tabel 8). jarak genetik berkisar antara 0.43

(NB.BR) hingga 0,59 (NB.RN).

Truss morphometric

Berdasarkan indeks kesamaan (sharing

component) karakter morfometrik (Tabel 9), nila

truebreed Red NIFI (RR) menunjukkan tingkat kera-

gaman yang tertinggi (90%), sebaliknya BEST (BB)
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Tabel 8. Jarak genetik antara populasi ikan nila hasil
hibridisasi 3 strain

Pop- RN RR RB
ulasi NB BN BR BB NR NN
NB ***
B N 0,47 ***
B R 0,43 0,48 ***
B B 0,55 0,56 0,50 ***
N R 0,56 0,53 0,50 0,58 ***
N N 0,52 0,51 0,48 0,60 0,49 ***
R N 0,59 0,57 0,48 0,46 0,48 0,54 ***
R R 0,55 0,54 0,50 0,58 0,47 0,49 0,53 ***
R B 0,44 0,57 0,53 0,58 0,49 0,52 0,49 0,56 ***

termasuk kategori heterogen dengan tingkat kemiri-

pan lebih rendah dibandingkan Nirwana (NN) yaitu

55%vi85%.

PEMBAHASAN

Keragaman profil RAPD meliputi jumlah dan

ukuran fragmen DNA (Tabel 4). Hasil amplifikasi

dengan menggunakan 3 primer menunjukkan hasil

yang bervariasi, hasil seleksi dari 11 primer menun-

jukkan hanya ada 3 primer yang teramplifikasi yaitu

OPA-02, OPA-03 dan OPC-05. AmphTikasi

menggunakan 3 primer menghasilkan fragmen DNA

dengan ukuran masing-masing primer berkisar 200-

2.000 bp, 200-1.600 bp dan 250-3.000 bp serta

jumlah pita DNA yang bervariasi (Foto 1).

Jumlah lokus yang dihasilkan dari 3 primer

yang digunakan menunjukkan karakter berbeda, yai-

Berita Biologi 10(6) - Desember 2011

tu primer OPA-02 sebanyak 31 lokus, OPA-03

sebanyak 21 lokus dan OPC-05 sebanyak 34 lokus.

Perbedaan jumlah lokus tersebut disebabkan jumlah

pita DNA hasil amplifikasi dari 3 primer yang

digunakan menunjukkan jumlah yang berbeda.

Jumlah fragmen untuk setiap primer memiliki karak-

ter yang berbeda, OPC-05 menghasilkan jumlah

fragmen lebih banyak dibandingkan kedua primer

lainnya yaitu 3-15 fragmen. Untuk OPA-02 dan OPA

-03 masing-masing sebanyak 7-18 fragmen dan 1-10

fragmen.

Persentase polimorfisme genetik pada popu-

lasi hibrida lebih tinggi dari pada true breeding, dan

yang tertinggi adalah NB (27,93%). Sedangkan po-

limorfisme pada populasi truebreed BEST (BB) ada-

lah yang tertinggi (20,31%) dibandingkan dengan

Nirwana (NN) dan Red NIFI (RR), yakni 17,04%

versus 15,41% (Tabel 5). Hal ini menunjukkan bah-

wa hibridisasi dapat meningkatkan keragaman ge-

netik populasi pada keturunannya. Pada beberapa

populasi hibrida (RB, RN, BN) menunjukkan po-

limorfisme yang relatif lebih rendah diduga terkait

dengan tingkat heterosigositas populasi yang sangat

rendah (0,04-0,12). Menurut Arifin et al. (2007),

persentase polimorfisme pada ikan nila hasil

persilangan dengan seleksi famili (selective-

breeding) lebih tinggi yaitu berkisar antara 47,66%

Tabel 9. Indeks kesamaan morfometrik interpopulasi ikan nila hasil persilangan

Populasi

BB

RB

NB

RR

BR

NR

NN

RN

BN

BB

55

10

10

0

10

15

5

5

0

RB

0

85

0

0

0

0

5

0

0

NB

20

0

75

0

0

0

0

5

0

RR

10

0

5

90

10

5

5

5

0

BR

0

0

0

0

60

0

0

0

15

NR

0

0

0

0

0

60

0

5

5

NN

10

5

5

5

5

15

85

0

10

RN

5

0

5

5

0

0

0

75

0

BN

0

0

0

0

15

5

0

0

70

Total (%)

100

100

100

100

100

100

100

100

100

Keterangan:
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Gambar 2. Dendrogram sembilan populasi hasil hibridisasi tiga strain ikan nila

sampai 64,86% dan tingkat heterozigositasnya

mencapai 0,1760-0,2168. Tave (1999) menyatakan

bahwa penggunaan jumlah induk yang terbatas

dalam pemijahan dapat mengakibatkan tekanan

silang dalam (inbreeding) sehingga mereduksi ragam

genetik. Jumlah pasangan induk yang efektif (Ne)

adalah lebih dari 50 pasang, atau pada ikan nila

minimal jumlah induk yang digunakan adalah 10

pasang (Widiyati et al., 2004). Pada penelitian ini

digunakan 10 pasang induk pada tiap-tiap

persilangan.

Sebaran alelik interlokus menggunakan ana-

lisis berpasangan (Fst), menunjukkan perbedaan yang

nyata kecuali pada tiga populasi hibrida NB, BR dan

RB. Demikian pula digambarkan pada dendrogram

jarak genetik yang menunjukkan bahwa posisi nila

BEST (BB) terpisah dari kelompok Nirwana dan Red

NIFI serta ketiga populasi hibridanya (NB, BR dan

RB) yang memiliki hubungan lebih dekat (Gambar

2). Hasil ini didukung oleh analisis sharing

component, bahwa tingkat kesamaan morfometrik

pada nila BEST lebih heterogen dibandingkan

Nirwana (55% vs 85%), sedangkan populasi Red

NIFI memiliki homogenitas yang tertinggi (90%).

Menurut Nugroho et al. (2001), jarak genetik antar 2

populasi dipengaruhi oleh sebaran alelik intralokus

yang ditentukan oleh proses seleksi garnet dalam

persilangan dan tergantung pada sumber genetik

induk. Jarak genetik pada ikan nila hasil seleksi

famili lebih rendah dibandingkan dengan hasil

penelitian ini (0,1978-0,3289) (Arifin et al, 2007).

Hal ini diduga karena sumber genetik induk meliputi

beberapa strain ikan nila yang telah mengalami

proses selective-breeding dari sejak awalnya serta

pola adaptasi terhadap lingkungan yang berbeda-

beda. Selain itu, persilangan yang berlangsung tanpa

seleksi menunjukkan keragaman yang lebih tinggi

(Koh et al., 1999; Gustiano dan Pouyaud, 2005;

Gustiano dan Pouyaud, 2007).

KESIMPULAN

Persilangan 3 strain ikan nila {Oreochromis

niloticus) meningkatkan keragaman genetik pada

populasi hibrida hingga 27,93% yaitu antara nila

Nirwana jantan dan BEST betina dibandingkan

dengan populasi truebreed 20,31% (BB) dan

27,23% (NN). Secara morfometrik, nila BEST (BB)

menunjukkan tingkat keragaman populasi yang pal-

ing tinggi (55%) dibandingkan Nirwana maupun Red

NIFI. Dendrogram jarak genetik menunjukkan

truebreed BB terpisah dari Nirwana (NN) maupun

Red NIFI (RR) serta populasi hibrida.
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