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ABSTRAK
Pendahuluan: Daun Nimba memiliki banyak kegunaan, namun belum diketahui efek toksiknya terutama pada
pertumbuhan dan perkembangan janin. Oleh karena itu, perlu dilakukan uji teratogenik dekokta daun nimba (DDN)
untuk menilai keamanan daun nimba pada kondisi kehamilan dengan mengamati daya tetas dan luas area yolk sac
embrio ikan zebra.
Metode: Em brio ikan zebra dibagi dalam 5 kelom pok yaitu kontrol (P0), DDN dosis terapi 20 pg/mL (P1), DDN
dosis %2 M ATC 61 pg/mL (P2), DDN dosisMATC 123 pg/mL (P3),dan DDN dosis LCs50260 pg/mL (P4). Dosis
LCso didapatkan melalui range-finding doses yang nantinya ditentukan dari kem atian 50% sam pel, sedangkan
dosis M ATC didapatkan melalui rumus 2\/LOEC x NOEC. Jumlah sampel tiap kelompok variabel daya tetas
adalah 10 embrio dan variabel luas area yolk sac sebesar 5 embrio. Pemaparan dilakukan ketika embrio berusia
5.25 hour post fertilization (hpf) sampai 72 hpf dan dilanjutkan pengam atan dibawah mikroskop stereo perbesaran
4.5x yang terhubung dengan kom puter. Untuk variabel daya tetas, perlakuan diulang sebanyak 3 kali, sedangkan
perlakuan pada variabel luas area yolk sac dilakukan sebanyak 1 kali. Daya tetas dihitung menggunakan metode
Hogendoorom, sedangkan pengukuran luas area yolk sac menggunakan software Image J. Nilai dianggap
signifikan jika p<0.05.
Hasil: Pemaparan DDN di semua kelompok tidak menyebabkan penurunan yang signifikan terhadap daya tetas
embrio ikan zebra, meskipun terdapat kecenderungan penurunan daya tetas pada kelompok P4 sebesar 10%
dibandingkan PO. Paparan DDN kelompok P1 tidak meningkatkan secara signifikan luas area yolk sac
dibandingkan PO, sedangkan pemaparan DDN pada kelompok P2, P3, dan P4 dapat meningkatkan luas area yolk
sac secara signifikan berturut-turut sebesar 12.5%, 17%, dan 25%.
Kesimpulan: Peningkatan dosis DDN tidak berpengaruh pada perubahan daya tetas namun terjadi peningkatan

luas area yolk sac embrio ikan zebra.
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ABSTRACT

Introduction: Neem leaf has many uses, but not yet known the toxic effects especially on fetal growth and
development. Therefore, it is necessary to carry out the teratogenic test of neem leaves decocta (NLD) to assess
the safety of neem leaves in pregnancy conditions by observing hatchability and yolk sac area of zebrafish embryos.
Methods: Zebrafish em bryos were divided into 5 groups, control (P0), NLD therapeutic dose 20 pg/mL (P1), NLD
¥» M ATC dose 61 pg/mL (P2), NLD MATC dose 123 pg/mL (P3),and NLD LCso0odose 260 pg/mL (P4). TheLCso
dose is obtained through a range-finding doses which will be determined from the death of 50% of the sample,
while the M ATC dose is obtained through the formula YLOEC X NOEC. The number of sam ples in each group
for hatchability variables is 10 embryos and the yolk sac area variable is 5 samples. The exposure was done when
the embryo was 5.25 hpf (hour post fertilization) up to 72 hpf and then observed under a stereo microscope with
4.5x magnification that has connected to a com puter. For hatchability variables, the treatment was repeated 3 times,
w hile for the yolk sac area variable was done once. Hatchability was calculated using the Hogendoorom method,
w hile the measurement of the yolk sac area used Image J software. Value isconsidered significant if p<0.05.
Results: N LD exposure in all groups did not cause a significant decrease in zebrafish embryo hatchability, although
there was a trend of decreasing hatchability in the P4 group by 10% com pared to PO. NLD exposure on group P1
did not significantly increase the yolk sac area com pared to PO, while NLD exposure in group P2, P3 and P4 can
significantly increase the yolk sac area by 12.5% , 17% , and 25% com pared to PO.

Conclusion: The increase in dosage of NLD did not affect changes in hatchability but there was an increase in the

yolk sac area of zebrafish embryos.

Keywords: neem leaves decocta, toxicity test, hatchability, yolk sac area
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PENDAHULUAN

Indonesia kaya akan keanekaragaman hayati

yang dapat digunakan wuntuk mengatasi masalah

1.2 .
kesehatan . Bangsa Indonesia sudah lama mengenal

dan memanfaatkan tanaman berkhasiat obat salah

satunya Nimba (Azadirachta indica A . Juss.).

M enurut data em pirik, daun nimba dapat mengatasi
pegal

Zat aktif utama pada nimba yaitu

demam, kencing manis, linu, cacingan, dan

ulkus lam bungg.

azadirachtin, berfungsi sebagai antimalaria,

hepatoprotektif, dan antioksidan. Selain itu, zat aktif

dalam daun nimba seperti quercetin memiliki efek

antioksidan, antifungal, dan antibakteriA'S. Banyaknya

m anfaat daun nimba diduga menjadi salah satu

alternatif pengobatan pada pasien dalam kondisi

tertentu seperti kehamilan. Ibu hamil cenderung

menghindari penggunaan obat-obatan sintetis karena

beresiko memberikan efek samping lebih besar pada

. . 2,6
janin

Selain memiliki efek positif bagi tubuh dan

obat
toksik

dianggap lebih sintetis,

herbal

aman dibandingkan

suatu dapat memberikan efek jika

dikonsum si secara berlebihan dalam

Dari

serta jangka
yang

bahwa

7 -
waktu lama . penelitian sebelumnya

dilakukan
ekstrak

pada mencit jantan, menunjukkan

air daun nimba dosis 200 mg/kgBB

menyebabkan peningkatan abnormalitas morfologi

sperm atozoa, menurunkan motilitas serta jumlah

sperm a®. Penelitian lain menyebutkan bahwa ekstrak

metanol daun nimba dosis 40-50 mg/kgB B
menyebabkan toksisitas pada mencit dengan tanda
adanya spasme gastrointestinal, hipotermia, terminal
convulsion, bahkan kem atian®.

Adanya kemungkinan efek toksik herbal
terhadap tubuh, maka perlu dilakukan uji toksisitas.
Selama ini, belum ada penelitian mengenai efek
teratogenik daun nimba pada saat kehamilan. U ji
teratogenik dapat dilakukan pada =zat yang akan

dikonsum si saat masa kehamilan dengan tujuan untuk

mengetahui efek yang ditimbulkan terhadap

pertumbuhan dan perkem bangan janin seperti

abnormalitas morfologi, jaringan lunak, dan kerangka

fetus'®.
Embrio ikan zebra memiliki beberapa
keunggulan untuk dijadikan hew an model uji

toksikologi“. Hal ini didasarkan pada kemiripan gen

70% homolog dengan gen manusia, sedangkan 84%
gen ikan zebra homolog dengan penyakit pada
manusia. Keunggulan lainnya adalah wukuran yang
kecil, pertumbuhan dan perkembangan embrio yang
cepat dan diluar tubuh induk, serta telur yang
transparan sehingga mudah untuk diam ati'’

Penelitian ini menggunakan embrio ikan zebra usia

5.25 hpf (fase gastrulasi) yang setara dengan manusia

ketika usia kehamilan 3 minggu (fase gastrulasi)“'“.

M asa organogenesis embrio manusia terjadi saat usia

kehamilan 3 sampai 8 minggu, sehingga konsum si

senyaw a asing menyebabkan resiko yang besar untuk

terjadi malformasi mayor pada janin15
Efek toksik pada herbal dapat diam ati dari daya

tetas dan luas area yolk sac embrio ikan zebra.
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Penetasan adalah proses penting pada perkembangan

ikan. Proses tersebut menandakan bahwa embrio
telah tumbuh dan berkembang secara sem purna16
Adanya abnormalitas daya tetas mengindikasikan
terjadinya gangguan pada pertumbuhan dan

perkem bangan em brio17 Peningkatan luas area yolk

sac (edema yolk sac) menandakan adanya gangguan

osmotik maupun gangguan dan

.. 18,19
ginjal

pertumbuhan

perkem bangan Sedangkan menurut data

klinis, edem a yolk sac yang terjadi pada wanita hamil,

. . 20
mengakibatkan aborsi spontan

Untuk mengetahui keam anan penggunaan
herbal daun nimba, maka perlu dilakukan penelitian
mengenai efek teratogenik dekokta daun nimba

(Azadirachta indica A . Juss.) terhadap daya tetas dan

luas area yolk sac embrio ikan zebra (D anio rerio).

M ETODE

Desain, Tem pat, dan W aktu Penelitian

Jenis penelitian ini adalah eksperimental

laboratorik secara in vivo dengan menggunakan

desain penelitian control group post test only design.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efek toksik

herbal daun Nimba (Azadirachta indica A . Juss.)

terhadap daya tetas dan luas area yolk sac embrio ikan

Zebra (D anio rerio) diam ati dengan

hpf.

yang

menggunakan mikroskop stereo pada usia 72

Laboratorium
yang

dimulai pada bulan Januari sampai bulan Juni 2018.

Penelitian ini telah dilaksanakan di

Terpadu Fakultas Kedokteran Islam M alang

Kelaikan Etik

Penelitian ini telah mendapatkan persetujuan
kelaikan etik dari Komisi Etik Penelitian (Animal
Care and Use Committee) Universitas Brawijaya

dengan Nomor: 923-KEP-UB Tahun 2018.

Sampel
Hewan coba yang digunakan pada penelitian ini
adalah embrio ikan zebra (D anio rerio) usia 5.25 hpf

(hour post fertilisation) hasil pemijahan ikan zebra

jantan dan betina dewasa yang berumur >4 bulan.

lkan zebra dewasa diperoleh dari Sentra Pembiakan

lkan Zebra Jawa Timur telah

didentifikasi

Tulungagung, yang

dan disertifikasi di Fakultas Kelautan

Universitas

02/Analisa/Lab.Perikanan/FPP -

dan Perikanan M uham madiyah M alang

dengan Nomor:

UMM /X11/2017.

Jum lah sampel ditentukan menurut rumus
Federer, sehingga didapatkan 10 sampel untuk tiap
kelom pok pada variabel daya tetas dan 5 sampel

untuk tiap kelompok pada variabel luas area yolk sac.

Pem buatan Dekokta Daun Nimba (DDN)

Penelitian ini menggunakan simplisia daun

Nimba (Azadirachta indica A . Juss.) yang didapatkan
dari UPT M ateria M edica Batu dan telah disertifikasi
dengan Nomor: 074/440/102.7/2017.

Dosis DDN yang dipaparkan pada embrio ikan
zebra adalah dosis terapi, ¥ MATC, Maximum
Allowable Toxicant Concentration (M ATC), dan



Lethal DDN

(2013)

Concentration (LCso). Dosis

penelitian

terapi

ditentukan berdasarkan O sanaiye

yang menggunakan DDN
20 pg/mL.

sebagai terapi antimalaria,
yaitu sebesar

D osis LCso diperoleh dari range-finding doses
dan analisa probit21 Range-finding doses dilakukan

dengan memaparkan beberapa konsentrasi DDN pada

embrio ikan zebra usia 5.25 hpf sampai usia 72 hpf.
Pada akhir pemaparan, kematian embrio di tiap
konsentrasi DDN dihitung. Kem atian sampel
sebanyak 50% pada konsentrasi tertentu yang telah
dianalisa probit, merupakan dosis LCso.

D osis MATC dihitung melalui rumus

2x/LOEC x NOEC yang didapatkan dari range-finding

22 .
doses Lowest Observable Effect Concentration

(LOEC) adalah konsentrasi terendah dari senyawa

yang memberikan efek negatif bagi hewan coba. No

O bservable Effect adalah

tidak

Concentration (NOEC)

konsentrasi tertinggi dari senyawa yang

memberikan efek negatif bagi hewan coba.

DDN dibuat dengan cara mem asukkan 1000 mL

aquadest ke dalam panci dekok dan dipanaskan
hingga suhu air mencapai 90°C. Setelah itu
dimasukkan simplisia daun Nimba dengan jumlah

sesuai dosis yang akan digunakan yaitu dosis terapi

20 mg, /2 MATC 61 mg, MATC 123 mg, dan LCso

260 mg selanjutnya ditunggu selama 30 menit dan

diaduk tiap 10 menit. Setelah 30 menit, DDN

didinginkan, dan disaring dengan kertas saring23

Kelompok perlakuan dan dosis DDN dapat dilihat

pada tabel 1.

Tabel 1. Kelompok Perlakuan dan Dosis DDN

Kelompok Bentuk Perlakuan
PO Aquadest
P1 DDN dosis terapi (20 pg/mL)
P2 DDN dosis /2MATC (61 pg/mL)
P3 DDN dosis M ATC (123 pg/mL)
P4 DDN dosis LCso0 (260 pg/mL)

Pemijahan dan Pemeliharaan Embrio lkan Zebra

Pem ijahan menggunakan perbandingan jum lah

ikan zebra jantan dan betina yaitu 2 : 1 dengan siklus

pencahayaan 14 jam terang dan 10 jam gelap“‘zs'zs.
Pem berian makanan dilakukan sebanyak 3-5 kali
sehari dengan dry flake Tetramin dan makanan

tam bahan yaitu Artemia”. Spawning trap diletakkan

di dasar akuarium sebagai tempat meletakkan embrio
ikan zebra yang nantinya akan dipanen 30-60 menit
setelah periode terang dimulai.

Embrio yang diperoleh dari pemijahan, diambil

dan dipindahkan ke dalam petri disk yang telah diberi

embryonic medium. Embrio yang hidup, sehat, dan

telah mengalami fertilisasi dipilih dengan cara

mengam atinya dibawah mikroskop stereo, wuntuk

dipindahkan ke 24-well plate dengan 1 well berisi 1
. 26

embrio

Perlakuan dan Pengamatan Daya Tetas Embrio

Ikan Zebra
Embrio dibagi menjadi 5 kelom pok sesuai pada

tabel 1 dengan m asing-m asing kelom pok
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menggunakan 10 embrio dan dilakukan sebanyak 3

kali pengulangan. Embrio usia 5.25 hpf (awal periode

gastrula) dipapar dengan DD N sesuai dosis pada tiap

kelom pok sampai embrio berusia 72 hpf (akhir

periode penetasan) dan DDN diganti
Pem aparandqiﬂlaylgwk‘aequdeyrgg‘aqn .cara ,mengambil DDN
H R = x 100 %
menggunakan dispossiBle piptete’ ‘Fdndimasukkan ke
24 well

setiap 24 jam .

plate. Embrio diamati dengan mikroskop

stereo diusia 24, 48 dan 72 hpf, kemudian daya tetas

tiap kelompok dihitung pada jam ke 72 hpf
berdasarkan metode Hogendoorom dar
. 27,28,29
Vismans .
Perlakuan dan Pengukuran Luas Area Yolk sac
Embrio lkan Zebra
Embrio dibagi menjadi 5 kelompok sesuai pada

tabel 1 dengan m asing-m asing

DDN

kelom pok

menggunakan 5 embrio. dipaparkan sesuai

dosis pada tiap kelompok mulai usia embrio 5.25 hpf

(awal periode gastrula) sampai usia 72 hpf (akhir
periode penetasan) dan diganti setiap 24 jam.
Pem aparan dilakukan dengan cara mengambil DDN

menggunakan dispossible pipette dan dimasukkan ke

24 well plate. Embrio diamati dengan mikroskop

stereo diusia 24, 48 dan 72 hpf, kemudian pada usia

72 hpf disetiap kelompok difoto menggunakan
mikroskop stereo perbesaran 4.5x yang terhubung
dengan komputer dan dioperasikan menggunakan

software Honestech vhs to dvd 2.5 se. Hasil foto yang

didapatkan diukur menggunakan software Image J

untuk mengetahui luas area yolk sac. Satuan dalam

gam bar adalah pixels yang merupakan representasi
titik terkecil dalam suatu gambar. Untuk
mendapatkan luas area yang sebenarnya, maka satuan
pixels dikonversi menjadi mm
Analisa Data

D ata hasil penelitian diuji normalitas dan
homogenitas kemudian dianalisa menggunakan

Kruskal-W allis yang dioperasikan melalui program

SPSS (Statistical Product and Service Solution) versi

23.0. Data luas area yolk sac selanjutnya dianalisa

menggunakan M ann-W hitney. Nilai perbedaan

dianggap bermakna apabila p<0.05.

HASIL DAN ANALISA DATA

Karakteristik Sam pel

Sampel yang digunakan adalah embrio ikan

zebra usia 5.25 hpf hasil pemijahan dari ikan zebra

dew asa jantan dan betina dengan perbandingan

jumlah 2:1 selama 14 jam terang dan 10 jam gelap.

Ringkasan karakteristik dilihat

Tabel 2.

sam pel dapat pada



Tabel 2. Karakteristik Sam pel

Karakteristik PO P1 P2 P3 P4
14 jam terang, 14 jam terang, 14 jam terang, 14 jam terang, 14 jam terang,
Lama pemijahan
10 jam gelap 10 jam gelap 10 jam gelap 10 jam gelap 10 jam gelap
Usia embrio 5.25 hpf 5.25 hpf 5.25 hpf 5.25 hpf 5.25 hpf
e 5 (luas area e 5 (luas area e 5 (luas area e 5 (luas area e 5 (luas area
Jum lah embrio yolk sac) yolk sac) yolk sac) yolk sac) yolk sac)
tiap kelom pok e 10 (daya e 10 (daya e 10 (daya e 10 (daya e 10 (daya
tetas) tetas) tetas) tetas) tetas)
Suhu lingkungan +28°C +28°C +28°C +28°C +28°C
DDN (pg/mL) - 20 61 123 260
Sam pai usia 72 Sam pai usia Sampai usia Sam pai usia Sampai usia
Lama pemaparan
hpf 72 hpf 72 hpf 72 hpf 72 hpf

Keterangan:
PO, kelompok kontrol; P1, kelompok dosis terapi (20 pg/mL);P2,kelompokdosis’a MATC (61 pg/mL);P3,kelompokdosisMATC

(123 pg/mL); P4, kelompok dosis LCsq (260 pg/mL); hpf, hour post fertilization; DDN, Dekokta Daun Nimba.

Efek Dekokta Daun Nimba terhadap Daya Tetas Keterangan: Gambar 1 menunjukkan rerata daya tetas
embrio ikan zebra usia 72 hpf. Pada kelompok kontrol/PO
(100.00£0.00); DD N dosisterapi20 ug/mL/P1(100.00+0.00);
DDN dosis% MATC 61 pg/mL/P2 (100.00+0.00);DDN dosis
MATC 123 pg/mL/P3 (100.00+0.00);danDDN dosisLCs,260
pHg/mL/P4 (90.00+17.32). Datadalam mean+=SD dan telah diuji

Embrio lkan Zebra
D aya tetas embrio ikan zebra pasca pemaparan

DDN dapat dilihat pada gam bar 1 dibawah ini:
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statistik menggunakan Kruskal Wallis.

Dari analisa data, tidak didapatkan penurunan
40 daya tetas embrio i’kan zebra yang signifikan diantara
80 — kelom pok penelitian. Tampak kecenderungan
penurunan daya tetas pada P4 dibanding kelompok
lainnya (PO, P1, P2, dan P3) sebesar 10% (p>0.05).
Efek Dekokta Daun Nimba terhadap Luas Area
0 \Folk Sac Embrio lkan Zebra
atan uas A rea Y olk Sac Em brio Ikan Z ebra 72 hoptf
K et ran| e m—a tan luas area yolk sac em brio ikan zebra usia 72 hpfmenggunakan

m |kruskuposlereu d gan ver esaran AP x yangﬂqlukurm enggunakan su¢|_wua5|araegaey0a|kyasaoaemmbwr|ueqkla" ;Zelbranpragcba
yolk sac e d0b cio ket P ok de lslernpl 2 0 wogimC)ic, yolk sac em brio kelom pok dosis® M ATC (61 pg/m L);d, yolksacem brio

kKelomopok dosis M A TC K’eR)mpoEéPeHékuan- Yok sacembrio kelom pok PEM aparan s PNndapad .dilihatpada .gambar,2 dan. ¢

f=a)
=}

Daya Tetas (%)

S
oS

r

gambar 3.

Gambar 1. Histogram Rerata Daya Tetas Embrio
Ikan Zebra
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Luas Area Yolk Sac (mm)
-

Gambar 3. Histogram Rerata Luas Area Yolk

Sac Embrio lkan Zebra

Keterangan: Gambar3 menunjukkan rerata luasareayolk
sac embrio ikan zebrausia 72 hpf. Padakelompok kontrol/P0
(7.00£0.35); DD N dosisterapi20 pg/mL/P1(7.25+0.16);DDN
dosis% MATC 61 ug/mL/P2 (7.88+0.08);DDN dosisMATC
123 pg/mL/P3 (8.21%0.12); DDN LCso 260
Hg/mL/P4 (8.78+x0.34). Datadalam mean+SD dan telah diuji

dan dosis
statistik menggunakan Kruskal Wallis. Notasi a, berbeda
signifikan terhadap PO;notasib,berbeda signifikan terhadap
Pl;notasic,berbeda signifikan terhadapP2;notasid,berbeda

signifikan terhadap P3.

Hasil analisa data pada kelompok perlakuan
(P2, P3, dan P4) menunjukkan peningkatan luas area
yolk sac secara signifikan berturut-turut sebesar

12.5%, 17% , dan 25% dibandingkan PO (p<0.05).
PEM BAHASAN

Karakteristik Sam pel

Untuk mendapatkan embrio sebagai sampel
penelitian, dilakukan pemijahan ikan zebra dewasa
betina dan jantan dengan pencahayaan 14 jam terang
dan 10 jam gelap. Periode terang berguna dalam
adaptasi ikan, sedangkan periode gelap digunakan
ikan untuk  beristirahat. lkan =zebra betina akan
bertelur dan ikan zebra jantan akan melakukan
fertilisasi setelah periode terang kembali selama 30
menit®’. 1kan zebra memiliki kemiripan gen dengan
manusia sebesar 70% sehingga sesuai digunakan
sebagai model hewan coba'’. Selain itu, embrio ikan
zebra yang transparan dan berkembang secara

eksternal akan memudahkan dalam pengam atan’’
Berdasarkan ICH S5 (R2), uji teratogenik pada

mam alia (tikus dan kelinci) dilakukan saat mulainya

fase gastrulasi, yang pada embrio ikan zebra, fase
gastrulasi berada pada usia 5.25 hpf33'“. Usia tersebut
menandakan terbentuknya primary germ layer pada
embrio yang nantinya akan berkembang menjadi
sistem penyusun tubuh, sehingga pemaparan toksikan
di usia tersebut dapat menimbulkan efek
teratogenik“'”‘ss'as'”. Pada penelitian sebelumnya

juga menyebutkan bahwa paparan obat anti
5.25

epilepsi

terhadap embrio Danio rerio usia hpf,

efek

morfologi yang diam ati pada usia 72 hpf 29.

menyebabkan teratogenik berupa abnormalitas

zebra dalam

Apabila

Suhu embrio ikan

+28°C°°,

penyimpanan

inkubator diatur sebesar suhu
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berada di atas 31°C atau di bawah 25°C maka akan

mengganggu perkembangan em briossA Embrio dibagi
P1

61

dalam 5 kelompok perlakuan yaitu PO (kontrol),

(dosis terapi 20 pg/mL), P2 (dosis 2 MATC

pg/mL),P3 (dosis M ATC 123 pg/mL), dan P4 (dosis
LCs50260 pg/mL). Selanjutnya em brio dipapar dengan

DDN sampai usia 72 hpf yang merupakan wusia

. 39
m aksimum penetasan secara normal .

Efek Dekokta Daun Nimba terhadap Daya Tetas
Embrio lkan Zebra
Pada penelitian ini, tidak didapatkan penurunan
daya tetas em brio ikan zebra yang dipapar oleh DD N
pada kelompok dosis terapi (20 pg/mL), maupun
pada kelompok » M ATC (61 pg/mL), MATC (123
pg/mL), dan LCso0o (260 pg/mL) dibandingkan kontrol

(p>0.05). Namun terdapat kecenderungan penurunan

daya tetas pada DDN kelompok dosis LCso (260
pg/mL) dibandingkan kontrol sebesar 10% (p>0.05).
Daya tetas menandakan bahwa perkembangan dan
pertumbuhan embrio telah optimalle. Apabila
terdapat beberapa abnormalitas morfologi seperti
malform asi kepala, ekor dan vertebrae, non-
detachment tail, ataupun stunted tail, maka dapat
menurunkan daya tetas embrio ikan zebra'’ Daya
tetas juga dipengaruhi oleh faktor internal embrio

seperti pergerakan embrio dan enzim protease yang

disekresikan oleh Hatching Gland Cells (HGCs)

embrio. Adanya penurunan pergerakan embrio atau
yang

menyebabkan

penurunan sekresi enzim protease berperan

dalam penetasan, akan

0,41

gangguan
proses pene'rasan4
(2017)
terpenoid pada DDN memiliki konsentrasi yang lebih

aktif

D ash menyatakan bahwa kandungan

rendah dibandingkan zat Iainnya42

yang

diketahui dapat mengham bat sekresi hormon peptida

Azadirachtin merupakan golongan terpenoid

seperti prolaktin yang meregulasi embrio

43,44,45 .46

penetasan

ikan zebra Azadirachtin juga dapat

mengganggu mikrofilamen, yaitu protein sitoskeletal
yang berperan dalam pem belahan sel sehingga proses

tersebut nantinya akan terganggu dan menyebabkan

7

terhambatnya pertum buhan embrio” Tidak

terjadinya penurunan daya tetas pada kelompok DDN

dosis terapi, » MATC, dan M ATC diduga kadar
azadirachtin yang terakumulasi dalam embrio tidak
cukup menyebabkan ikatan antara ligan dengan
reseptornya secara optim aI”.

Pada dosis LCso terjadi kecenderungan
penurunan daya tetas namun tidak signifikan jika
dibandingkan kontrol. Hasil penelitian ini sesuai

dengan penelitian Ponrasu (2012) yang menyebutkan

bahwa ekstrak etanol daun Anona squamosa dosis
200-800 ug yang mengandung terpenoid,
menunjukkan kecenderungan penurunan daya tetas
embrio ikan zebra (p>0.05)49. Hal tersebut
kemungkinan dikarenakan kadar azadirachtin pada
dosis LCso cukup bermakna sehingga mampu
berikatan dengan reseptor pengham bat sekresi
prolaktin atau mengganggu ikatan protein
sitoskeleton. Pada penelitian yang dilakukan oleh
anggota kelompok pohon penelitian (Imam, 2018),
didapatkan bahw a paparan DDN 260 pg/mL



menurunkan denyut jantung embrio secara signifikan
pada usia 72 hpfso. A danya penurunan denyut jantung

menyebabkan distribusi oksigen ke seluruh tubuh

terganggu sehingga terjadi kondisi hipoksia. Embrio

yang mengalami hipoksia diduga dapat menurunkan

daya tetasnya, dikarenakan oksigen merupakan

senyawa yang berperan penting dalam pembelahan

dan diferensiasi sel, terutama saat fase pertumbuhan

. 5152
dan perkem bangan embrio .

Efek Dekokta Daun Nimba terhadap Luas Area

Yolk Sac Embrio Ikan Zebra

Pada penelitian ini, didapatkan peningkatan luas

area yolk sac yang bergantung pada konsentrasi

tinggi
semakin meningkatkan

DDN. Semakin konsentrasi DDN, maka

luas area yolk sac. Pem berian

DDN dosis Y MATC, dan LCso

luas area yolk

MATC,

meningkatkan sac embrio ikan zebra

secara signifikan.

Adanya peningkatan luas area yolk sac diduga
diakibatkan oleh senyawa quercetin dan saponin
yang diberikan pada dosis berlebih. Quercetin
kemungkinan dapat menyebabkan edema yolk sac
oleh karena peningkatan Reactive O xygen Species
(ROS) melalui dua mekanisme“'“. Pertam a,
quercetin dapat membentuk senyawa Quercetin-0O
yang bersifat pro-oxidant ketika menetralkan radikal
peroksil (ROO')54'55. Kedua, quercetin dapat

antioksidan thioredoxin

(GSsH)*".

mengganggu aktifitas sistem

(Trx) dan gluthathione Dari kedua

mekanisme tersebut, maka ROS merupakan

tak

yang

senyawa reaktif karena memiliki elektron

berpasangan, dapat menyebabkan peroksidasi lipid

pada phospholipid bilayer apabila mengenai

mem bran sel khususnya pada sel-sel barrier yolk sac.

Kondisi tersebut akan menyebabkan kerusakan
sehingga permeabilitas terganggu dan cairan yang
masuk tidak terkontrol, selanjutnya, terjadi edem a

yolk sac yang merupakan jejas sel reversibelse. Untuk

mengetahui secara pasti kadar antioksidan (SOD,

dan radikal
DDN,

CAT,
akibat

dan GPX) bebas (M DA) embrio

paparan maka dapat dilakukan

larutan
7

pengukuran pada supernatan yang diperoleh

. . . - 5
dari sentrifugasi embrio ikan zebra

Pada embrio ikan, lemak wendogen seperti

fosfolipid dan trigliserol disimpan dalam bentuk

58,59

globul-globul pada sel yolk Yolk sac memiliki

fungsi dalam mendistribusikan nutrisi dari sel yolk

dengan cara memecah zat dari sel yolk dan

. . . . . . 60
mengedarkannya menuju jaringan-jaringan embrio
Apabila terdapat gangguan sintesis dan metabolisme
lemak, maka dapat menyebabkan gangguan pada yolk

59

edem a sac

DDN

sac seperti yolk Saponin yang

terkandung pada diduga dapat menyebabkan

edema yolk sac dengan mekanisme hemolisis pada

eritrosit. Akibatnya, kadar oksigen dalam darah akan

menurun sehingga mengganggu proses metabolisme
lemak dan menyebabkan edema yolk sac yang

61,62

ditandai dengan peningkatan luas area yolk sac

430

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian, dapat disim pulkan
bahwa pemberian DDN dosis %
LCso tidak

MATC, MATC, dan

menyebabkan penurunan daya tetas

meskipun terjadi peningkatan Jluas area yolk sac

embrio ikan zebra (D anio rerio).

SARAN

Berdasarkan hasil penelitian ini, maka saran dari

peneliti untuk pengembangan yang lebih lanjut
adalah:

1. M elakukan penelitian lanjutan mengenai
abnorm alitas morfologi (malform asi
kepala, mata, dan ekor; kelengkungan
vertebrae; non-detachment tail; atau
stunted tail), pergerakan embrio, serta
kadar enzim protease pada embrio ikan
zebra yang dipapar DDN

2. M elakukan penelitian lanjutan mengenai
efek toksik DDN terhadap luas area yolk

sac embrio ikan zebra dengan mengam ati

penanda yang lebih
pengukuran kadar antioksidan (SOD, CAT,
GPX) dan radikal bebas (M DA)

3. M elakukan

spesifik seperti

penelitian lanjutan untuk
melihat stunting dan pergerakan larva yang

dipapar DD N secara akut
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