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ABSTRAK
Pendahuluan: Cadmium adalah logam berat dengan toksisitas tinggi. Cadmium merupakan logam berat yang sangat berbahaya dan diketahui dapat menyebabkan masalah yang serius pada pertumbuhan dan tulang. Hipotesis penelitian ini adalah  paparan CdCl2 pada induk ikan Danio rerio (F1) menyebabkan penurunan panjang badan dan kelengkungan vertebrae larva ikan Danio rerio (F2).
Metode: Penelitian menggunakan metode eksperimental laboratorium secara in vivo dengan desain control group post test only. Sampel penelitian ini menggunakan larva ikan Danio rerio 6 dpf sebanyak 6 ekor pada tiap kelompok. Larva ikan Danio rerio (F2) diperoleh dari hasil pemijahan ikan Danio rerio dewasa (F1) yang dibagi dalam 4 kelompok yaitu kontrol, CdCl2 0,5 ppm, 1 ppm, dan 1,5 ppm yang dipapar CdCl2 selama 30 hari. Penilaian stunting dan derajat kelengkungan vertebrae dilakukan saat larva ikan Danio rerio berusia 6 dpf menggunakan software Image J. Analisis data menggunakan One Way ANOVA dan dilanjutkan dengan Least Significant Difference (LSD) p (<0,05).
Hasil: Semakin tinggi dosis CdCl2 yang dipapar pada induk ikan Danio rerio (F1), maka semakin besar efek stunting tetapi tidak pada kelengkungan vertebrae larva ikan Danio rerio 6 dpf (F2). Didapatkan rerata panjang badan pada kelompok kontrol, perlakuan CdCl2 0,5, 1, dan 1,5 ppm berturut-turut 8,457±0,141 mm, 8,024±0,164 mm, 7,703±0,191 mm, dan 7,299±0,104 mm. Rerata derajat kelengkungan vertebrae pada kelompok kontrol, perlakuan CdCl2 0,5, 1, dan 1,5 ppm berturut-turut 180,000±0,000ᵒ, 180,000±0,000ᵒ, 180,000±0,000ᵒ, dan 180,000±0,000ᵒ. Berbagai dosis paparan CdCl2 menyebabkan penurunan panjang badan secara signifikan, tetapi tidak signifikan pada kelengkungan vertebrae.                                                                  
Kesimpulan: Paparan CdCl2 pada induk ikan Danio rerio menyebabkan stunting tetapi tidak menurunkan derajat kelengkungan vertebrae larva ikan Danio rerio 6 dpf.  
Kata kunci: Teratogenik, cadmium chloride (CdCl2), stunting, kelengkungan vertebrae.
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TERATOGENIC EFFECT Cadmium Chloride (CdCl2) ON STUNTING AND VERTEBRAL CURVATURE IN Danio rerio FISH LARVAE
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ABSTRACT
Introduction: Cadmium is a heavy metal with high toxicity. Cadmium is a heavy metal that is very dangerous and can cause some growth and bone problems. Hypothesis of this reasearch is exposure of CdCl2 in Danio rerio fish parents (F1) causes a decrease in body length and vertebral curvature of Danio rerio fish larvae (F2).
[bookmark: _GoBack]Method: This research is an experimental laboratory type in vivo, using the group post test only control design. The sample of this study used 6 dpf Danio rerio fish larvae which were taken as many as 6 fishes in each group. Danio rerio fish larvae were obtained from the results of spawning Danio rerio fish adults aged 3 months previously divided into 4 groups, namely control, CdCl2 0,5 ppm, 1 ppm, and 1,5 ppm which were exposed to CdCl2 for 30 days. Assessment of stunting and degree of vertebral curvature was carried out when Danio rerio fish larvae aged 6 dpf using Image J software. Analysis of data using One Way ANOVA and running with Least Significant Difference (LSD).
Results: The higher dose of CdCl2 exposed to Danio rerio fish parents, influence greater effect on stunting but not on vertebral curve in Danio rerio fish larvae 6 dpf. The mean body length in the control group, treatment CdCl2 0,5, 1, and 1,5 ppm respectively 8,457 ± 0,141 mm, 8,024 ± 0,164 mm, 7,703 ± 0,191 mm, and 7,299 ± 0,104 mm. The mean degree of vertebral curvature in the control group, treatment of CdCl2 0,5, 1, and 1,5 ppm respectively 180,000 ± 0,000ᵒ, 180,000 ± 0,000ᵒ, 180,000 ± 0,000ᵒ, and 180,000 ± 0,000ᵒ. Various doses of CdCl2 exposure cause a significant decrease in body length, but not significantly in vertebral curvature.
Conclusion: Exposure of CdCl2 in Danio rerio fish parents causes stunting but does not reduce the degree of vertebral curvature of the Danio rerio fish larvae 6 dpf.
Keywords: Teratogenic, cadmium chloride (CdCl2), stunting, vertebral curvature.
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Pendahuluan
       Cadmium adalah logam berat dengan toksisitas tinggi1. Bentuk cadmium yang paling umum ialah cadmium chloride (CdCl2) yang dapat larut dalam air, paling banyak terdapat di lautan dan dapat dapat diserap oleh organisme akuatik2. Sumber paparan cadmium pada manusia didapat  melalui konsumsi minuman atau makanan yang tercemar cadmium, pekerja di industri produksi besi dan baja, pembakaran limbah, merokok, dan pestisida3. Efek toksik kronis paparan cadmium pada manusia dilaporkan terjadi di Jepang4. Pada studi kasus akibat paparan kronis cadmium pada menusia dilaporkan menyebabkan osteomalasia, osteoporosis dan fraktur tulang5. 
       Pada beberapa penelitian sebelumnya, cadmium terbukti berperan pada gangguan pertumbuhan dan kerusakan tulang. Pada penelitian Adhvaryu (2017) embrio ikan Danio rerio yang dipapar cadmium 200 dan 500 μM sejak 5 hingga 72 hour post fertilization (hpf) menyebabkan deformitas bentuk vertebrae dan panjang tubuh yang abnormal6. Pada embrio ikan Pagrus major yang dipapar cadmium ≥ 0,8 mg/L sejak 3 hingga 96 hpf,  menyebabkan abnormalitas lengkung vertebrae dan panjang tubuh7. 
       Ikan Danio rerio dipilih sebagai hewan coba dalam penelitian ini karena memiliki banyak keunggulan sebagai model organisme, seperti ukurannya yang kecil, siklus reproduksi pendek, perkembangan embrio ex utero, dan transparan8. Ikan Danio rerio memiliki tingkat homologi yang tinggi dengan genom manusia, yaitu sekitar 70 %9. 
       Berdasarkan latar belakang tersebut, diketahui bahwa cadmium merupakan logam berat yang sangat berbahaya dan dapat menyebabkan gangguan  pertumbuhan dan pembentukan tulang. Penelitian mengenai efek cadmium terhadap stunting dan kelengkungan vertebrae larva ikan Danio rerio yang paparannya melalui induknya belum pernah dilakukan. Oleh karena itu,  perlu dilakukan penelitian mengenai efek paparan cadmium terhadap stunting dan kelengkungan vertebrae larva ikan Danio rerio.

METODE PENELITIAN
Rancangan Penelitian
       Penelitian ini merupakan jenis eksperimental laboratorium secara in vivo  dengan menggunakan desain control group post test only. Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Zebra Fish Fakultas Kedokteran Universitas Islam Malang dan Laboratorium Reproduksi Ikan Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan Universitas Brawijaya, yang dimulai pada bulan Februari –April 2019. Kelaikan etik didapatkan dari Komisi Etik Penelitian Biosains, Universitas Brawijaya dengan Nomor: 1070-KEP-UB tahun 2019.

Sampel Penelitian
       Sampel pada penelitian ini diambil menggunakan metode simple random sampling dengan jumlah sampel ditentukan menurut rumus Federer (1963)8. Penelitian ini menggunakan larva ikan Danio rerio 6 dpf yang diambil sebanyak 6 ekor pada tiap kelompok. Larva ikan Danio rerio diperoleh dari hasil pemijahan ikan Danio rerio juvenille usia 3 bulan yang dibagi ke dalam 4 kelompok yaitu kontrol, CdCl2 0,5 ppm, 1 ppm, dan 1,5 ppm kemudian dipapar CdCl2 selama 30 hari, hingga menjadi ikan Danio rerio dewasa. Ikan Danio rerio juvenille usia 3 bulan diperoleh dari Sentra Pembiakan Ikan Danio rerio di Tulungagung, Jawa Timur, yang didentifikasi dan disertifikasi di Fakultas Perikanan dan Kelautan Universitas Airlangga dengan Nomor: 006/ULMKIL/UA.FPK/03/2019.
 
Penentuan Dosis dan Pembuatan Larutan CdCl2
       Dosis CdCl2 yang digunakan pada penelitian ini yaitu 0,5; 1; 1,5 ppm. Dosis ini ditentukan dari hasil eksplorasi dosis selama satu minggu, yang berpatokan pada penelitian sebelumnya tentang LC 50 ikan Danio rerio juvenille yaitu sebesar 2,5 ppm9. 
      CdCl2 pada penelitian ini didapatkan dari cadmium stock Loba Chemie dengan nomor CAS 35658-65-2 dan kode produk 02147. Pembuatan larutan CdCl2 pada setiap kelompok perlakuan menggunakan rumus pengenceran10:

Perlakuan Hewan Coba
       Aklimatisasi dan pemeliharaan ikan Danio rerio diambil dari protokol Westerfield (2007)11. Aklimatisasi induk ikan Danio rerio dilakukan selama 7 hari. Kondisi dalam akuarium dipertahankan dengan suhu kurang lebih 28oC, ph 7,8 ± 0,2 kelembapan 30%, oksigen terlarut > 6,0 mg/L, dan siklus penerangan 14:10 (gelap:terang). Penggantian air dilakukan setiap hari, dengan volume air yang diganti sebanyak sepertiga dari total jumlah air dalam akuarium. Pemberian makan dilakukan dua kali sehari menggunakan pakan Pre-Starter-Crumble® .
       Induk ikan Danio rerio dibagi ke dalam empat kelompok yaitu kelompok kontrol, CdCl2 0,5 ppm,  CdCl2 1 ppm, dan 1,5 ppm. Paparan CdCl2 pada kelompok perlakuan dilakukan setiap hari selama 30 hari, sejak ikan Danio rerio berusia 3 bulan.
       Pemijahan dilakukan menggunakan akuarium ukuran  35 x 22 x 26 cm yang diisi 4 liter  purified water. Akuarium dipasang lampu fluorescent 20 watt warna putih , aerator set, serta ditambahkan spawning trap pada bagian dasarnya agar telur tidak dimakan oleh induk ikan Danio rerio. Tiap akuarium diisi ikan Danio rerio dewasa dengan rasio jantan : betina yaitu 2:1 kemudian diberikan perlakuan light cycle 12 jam photoperiod. Pengumpulan embrio menggunakan dispossable pipette kemudian  masing – masing induk dipisahkan12.


Pemilihan dan Pemeliharaan Embrio dan Larva Ikan Danio rerio
       Embrio ikan Danio rerio hasil pemijahan dipindahkan ke dalam petri disk yang telah diberi medium embrionik. Embrio kemudian diamati menggunakan mikroskop stereo untuk menetukan usia dan memilih embrio yang sehat dengan kriteria bulat, transparan, fertil, dan tidak berjamur13. Embrio yang terpilih dipindahkan ke dalam well plate berisi medium embrionik, dengan ketentuan satu embrio tiap well. Embrio dipelihara di dalam inkubator MMM Ecocell dengan suhu ~28.5 °C selama 72 jam, hingga menetas menjadi larva14. Penggantian medium embrio dilakukan setiap dua hari sekali15.
       Larva ikan Danio rerio ditempatkan pada akuarium ukuran 35 x 22 x 26 cm yang diisi 4 L purified water dan dilengkapi dengan aerator set.. Temperatur air dipertahankan antara 26-28ᵒC, pH 6,8-7,5 dan siklus pencahayaan 14:10 (cahaya gelap)14. Larva ikan Danio rerio 4 dpf diberi makan dua kali sehari dengan ZM 100® hingga berumur 6 dpf16.

Penilaian Stunting Larva Ikan Danio rerio
       Pengukuran panjang badan dilakukan pada saat larva ikan Danio rerio berusia 6 dpf. Larva ikan Danio rerio diamati menggunakan mikroskop stereo yang terhubung ke software Honestech vhs to dvd 2.5 se untuk kemudian difoto.  Panjang tubuh larva ikan Danio rerio diukur dari ujung moncong hingga ke ujung ekor menggunakan software Image J. Hasil pengukuran yang didapat dalam satuan pixel dikonversi menjadi millimeter (mm).

Penilaian Derajat Kelengkungan Vertebrae Larva Ikan Danio rerio
       Penilaian derajat kelengkungan vertebrae dilakukan pada saat larva ikan Danio rerio berusia 6 dpf. Derajat kelengkungan vertebrae larva ikan Danio rerio diamati di sepanjang vertebrae dan diukur menggunakan software Image J. Normalnya, derajat kelengkungan vertebrae larva ikan Danio rerio 6 dpf ialah 180ᵒ17. 

Analisis Data
       Hasil pengukuran stunting dan kelengkungan vertebrae dianalisis menggunakan software Statistical Product and Service Solution (SPSS) versi 22.0. Hasil stunting diuji menggunakan One Way Analysis of Varian (One Way ANOVA) dan dilanjutkan dengan Post Hoc Test yaitu Least Significance Different (LSD). 

HASIL DAN ANALISA DATA
Efek Paparan CdCl2 terhadap Stunting pada Larva Ikan Danio rerio
       Pengamatan dan pengukuran panjang badan larva ikan Danio rerio 6 dpf dapat dilihat pada Gambar 1, Tabel 1, dan Gambar 2.
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Gambar 1 Pengamatan Panjang Badan Larva Ikan Danio rerio 6 dpf
Keterangan: Gambar 1 menunjukkan hasil pengamatan panjang badan larva ikan Danio rerio usia 6 dpf menggunakan mikroskop stereo dengan perbesaran 1.5x. Gambar (A) panjang badan kelompok kontrol, (B) panjang badan kelompok CdCl2 0,5 ppm, (C) panjang badan kelompok CdCl2 1 ppm, dan (D) panjang badan kelompok CdCl2 1,5 ppm. Garis kuning menunjukkan panjang badan larva ikan Danio rerio yang diukur menggunakan software Image J (mm).
Tabel 1 Rerata Panjang Badan Larva Ikan Danio
 rerio 6 dpf



	Kelompok
	n
(Ʃ Sampel)
	Rerata Panjang Badan (mm) 

±SD

	Kontrol
	6
	8,457±0,141♦♥●

	CdCl2 0,5 ppm
	6
	8,024±0,164♦♥♠

	CdCl2 1 ppm
	6
	7,703±0,191♦●♠

	CdCl2 1,5 ppm
	6
	7,299±0,104♥●♠


Keterangan: ♠: Berbeda signifikan dengan kelompok kontrol. ●: Berbeda signifikan dengan kelompok CdCl2 0,5 ppm ♥: Berbeda signifikan dengan kelompok CdCl2 1 ppm, ♦: Berbeda signifikan dengan kelompok CdCl2 1,5 ppm.





Gambar 2 Histogram Rerata Panjang Badan Larva Ikan Danio rerio 6 dpfKeterangan: Rerata panjang badan larva ikan Danio rerio 6 dpf. Uji statistik dengan One Way ANOVA dan Post Hoc Test LSD didapatkan perbedaan yang signifikan (p<0,05). Notasi yang berbeda menunjukkan perbedaan signifikan antar kelompok.



       
       Pada penelitian ini, didapatkan perbedaan yang signifikan antara kelompok kontrol dengan kelompok perlakuan (CdCl2 0,5 ppm , 1 ppm, dan 1,5 ppm). Paparan CdCl2 0,5 ppm, 1 ppm, dan 1,5 

ppm menurunkan panjang badan larva ikan Danio rerio secara berturut-turut kurang lebih sebesar 5 %, 9 % dan 15 % dibandingkan kontrol (p<0,05). Diantara kelompok perlakuan didapatkan hasil 
perbedaan panjang badan larva ikan Danio rerio yang signifikan. 
       Pada kelompok CdCl2 1 dan 1,5 ppm terdapat penurunan panjang badan larva ikan Danio rerio kurang lebih sebesar 4 % dan 9 % dibandingkan kelompok CdCl2 0,5 ppm. Pada kelompok CdCl2 1,5 ppm terdapat penurunan panjang badan larva ikan Danio rerio kurang lebih sebesar 5 % dibandingkan kelompok CdCl2 1 ppm. 

Efek Paparan CdCl2 terhadap Kelengkungan Vertebrae pada Larva Ikan Danio rerio
       Pengamatan dan pengukuran derajat kelengkungan vertebrae larva ikan Danio rerio 6 dpf dapat dilihat pada Gambar 3, dan Tabel 2. 
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Gambar 3 Pengamatan Derajat Kelengkungan Vertebrae Larva Ikan Danio rerio 6 dpfKeterangan: Gambar 3 menunjukkan hasil pengamatan derajat kelengkungan vertebrae larva ikan Danio rerio usia 6 dpf menggunakan mikroskop stereo. Gambar (A) kelengkungan vertebrae kelompok kontrol, (B) kelengkungan vertebrae kelompok CdCl2 0,5 ppm, (C) kelengkungan vertebrae kelompok CdCl2 1 ppm, dan (D) kelengkungan vertebrae kelompok CdCl2 1,5 ppm. Garis kuning menunjukkan alignment vertebrae larva ikan Danio rerio yang diukur menggunakan software Image J (ᵒ).
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Tabel 2 Rerata Derajat Kelengkungan Vertebrae Larva Ikan Danio rerio 6 dpf



	Kelompok 
	n
(Ʃ Sampel)
	Rerata Derajat Kelengkungan Vertebrae (ᵒ) 

±SD

	Kontrol
	6
	180,000±0,000

	CdCl2 0,5 ppm
	6
	180,000±0,000

	CdCl2 1 ppm
	6
	180,000±0,000

	CdCl2 1,5 ppm
	6
	180,000±0,000



       Pada penelitian ini, tidak didapatkan perbedaan yang signifikan antara kelompok kontrol dengan kelompok perlakuan (CdCl2 0,5 ppm , 1 ppm, dan 1,5 ppm). Diantara kelompok perlakuan tidak didapatkan hasil derajat kelengkungan vertebrae larva ikan Danio rerio yang signifikan (p>0,05). 

PEMBAHASAN
Efek Paparan CdCl2 terhadap Stunting pada Larva Ikan Danio rerio
       Pada penelitian ini, didapatkan perbedaan yang signifikan antara kelompok kontrol dengan kelompok perlakuan (CdCl2 0,5 ppm , 1 ppm, dan 1,5 ppm). Berdasarkan hasil pengukuran, diketahui bahwa terdapat perbedaan panjang badan larva ikan Danio rerio yang bergantung pada konsentrasi CdCl2. Semakin tinggi konsentrasi CdCl2 maka efek stunting semakin besar.
       Cadmium dapat terakumulasi di beberapa jaringan, salah satunya ialah gonad18. Pada penelitian sebelumnya, paparan cadmium 0,002-20 mg/L pada ikan Danio rerio jantan selama 21 hari menyebabkan penurunan kuantitas dan kualitas sperma19. Spermatozoa memiliki sistem pertahanan antioksidan yang buruk dan sangat rentan terhadap stres oksidatif yang disebabkan oleh polutan contohnya cadmium 20. Spermatozoa ikan Danio rerio tidak mengandung metallothionein, hal ini menyebabkan sel sperma ikan Danio rerio tidak memiliki mekanisme detoksifikasi terhadap logam berat seperti cadmium 21. Pada penelitian in vitro menggunakan sel sperma ikan Danio rerio, paparan cadmium 5 dan 10  μg/L menyebabkan penurunan integritas membran plasma dan DNA sperma dibandingkan kontrol22. Hal tersebut mungkin terjadi karena peran membran plasma sebagai first barrier sperma sehingga lebih rentan terhadap kerusakan oleh berbagai jenis polutan. Kerusakan membran plasma sperma dapat menyebabkan penurunan integritas DNA atau kode genetik yang terdapat di dalam sel sperma. Integritas DNA pada sel sperma akan ditransmisikan ke keturunannya, kerusakan atau mutasi pada DNA tersebut dapat menyebabkan gangguan perkembangan pada keturunannya23. Berdasarkan uraian di atas, stunting pada larva ikan Danio rerio 6 dpf  diduga dapat terjadi akibat penurunan integritas DNA sel sperma induk jantan ikan Danio rerio. 
      Cadmium dapat ditransfer dari ovarium ibu kepada embrionya24. Berdasarkan penelitian sebelumnya, embrio katak badut (Xenopus laevis) yang induk betinanya dipapar betinanya 18 μM selama 11 minggu, di dalam yolk sac embrionya mengandung ion Cd2+ 25. Transfer ion Cd2+ ke embrio terjadi pada saat proses oogenesis di ovarium induk betina. Sunderman et.al., menduga bahwa betinanya yang tertelan oleh induk betina kemudian diserap di usus akan berikatan dengan vitellogenin plasma sebagai pengganti Zinc. Vitellogenin merupakan prekursor protein yolk yang disintesis di hati dan akan diekskresikan ke dalam plasma akibat rangsangan hormon estrogen, vitellogenin kemudian diangkut menuju ovarium dan masuk secara endositosis ke dalam oosit. Pada saat proses proteolitik vitellogenin di oosit, ion Cd2+ akan masuk ke dalam yolk sac dan bergabung dengan lipovitellin. Ketika embrio mengabsorpsi yolk sac, ion Cd2+ akan keluar dan dapat menyebabkan embriotoksik26.    
       Berdasarkan beberapa penelitian sebelumnya, cadmium dapat menyebabkan gangguan penyerapan yolk sac. Yolk sac merupakan sumber nutrisi pada embrio ikan yang penting untuk proses pertumbuhan tubuh27. Pada penelitian Ayuningtyas et.al., (belum dipublikasi) paparan kronis CdCl2 0,5; 1; 1,5 ppm selama 30 hari pada induk ikan Danio rerio (F1) menyebabkan larva ikan Danio rerio 72 hpf (F2) memiliki area yolk sac yang lebih luas dibandingkan kontrol. Gangguan penyerapan yolk sac mengindikasikan terjadinya penyerapan nutrisi yang tidak efisien pada cadangan nutrisi yang terkandung di dalam yolk sac. Keterlambatan penyerapan yolk sac dapat terjadi akibat menurunnya metabolisme tubuh atau dari efek negatif langsung cadmium pada yolk sac27. Penggunaan nutrisi yang tidak efisien dari yolk sac dapat menurunkan energi yang tersedia untuk proliferasi dan diferensiasi sel, hal ini diduga akan menghambat proses pertumbuhan5. 
       Paparan cadmium diketahui dapat mengganggu proses pertumbuhan badan akibat pengaruhnya sebagai logam berat yang toksik akan mengaktivasi proses detoksikfikasi. Pada penelitian sebelumnya, paparan cadmium menginduksi sintesis metallothionein pada larva ikan O. mossambicus. Metallothionein merupakan protein yang berperan dalam detoksifikasi ion logam28. Proses detoksifikasi akan meningkatkan penggunaan ATP. Penggunaan ATP untuk proses detoksifikasi menyebabkan penurunan efisiensi ATP untuk pertumbuhan tubuh, hal ini menyebabkan proses pertumbuhan tubuh normal terganggu29.
       Paparan cadmium dapat menyebabkan perubahan aktivitas makan30. Pada penelitian sebelumnya, larva ikan B. Barbus yang dipapar cadmium 100 µg/L mengalami penurunan aktivitas makan31. Cd diketahui dapat merusak olfactory sense pada larva ikan Danio rerio32. Olfactory sense sangat penting bagi ikan untuk membedakan rangsangan kimia yang berperan untuk mengenali makanan33. Penurunan aktivitas makan mungkin juga disebabkan oleh hilangnya kemampuan koordinasi dari rasa lapar akibat efek neurotoksik cadmium. Efek neurotoksik cadmium dapat terjadi karena cadmium dapat mengubah sintesis dan metabolisme amina biogenik dan neurotransmiter asam amino di sistem saraf pusat. Pada beberapa area otak yang terkena paparan cadmium, hipotalamus adalah organ yang paling terpengaruh. Hipotalamus memiliki banyak peran, salah satunya yaitu regulasi rasa lapar34. Oleh karena itu, gangguan pertumbuhan akibat paparan cadmium mungkin dapat timbul karena gangguan persepsi sehingga menurunkan aktivitas makan.
       Berdasarkan penelitian sebelumnya, paparan cadmium maternal (melalui induk betina) dapat menyebabkan upregulasi gen pada keturunannya. Wu and Wang (2013) melaporkan bahwa, paparan cadmium pada induk betina ikan Danio rerio (F1) sebesar 35,6 μM (ppm) selama 72 jam secara signifikan menyebabkan upregulasi gen gadd45al pada embrio Danio rerio 5 hpf (F2) yang diukur menggunakan cDNA microarray analysis. Gen gadd45al adalah gen yang terdapat pada ikan Danio rerio yang berperan sebagai growth arrest. Upregulasi dari gen ini dapat mengganggu pertumbuhan tubuh35. Berdasarkan hal ini, diduga bahwa stunting yang terjadi pada larva ikan Danio rerio 6 dpf pada penelitian ini juga disebabkan oleh upregulasi gen gadd45al sehingga menyebabkan hambatan pertumbuhan tubuh.
       Pada penelitian ini, paparan CdCl2 0,5, 1 dan 1,5 ppm menurunkan panjang badan larva ikan Danio rerio secara berturut-turut kurang lebih sebesar 5 %, 9 % dan 15 % dibandingkan kontrol. Hal tersebut menunjukkan bahwa semakin tinggi dosis yang dipapar, maka semakin besar efek stunting. Cadmium memiliki sifat bioakumulasi di dalam tubuh organisme, semakin tinggi kadar cadmium dalam tubuh maka semakin besar pula efek yang ditimbulkan oleh cadmium 36. Hal ini sesuai dengan penelitian sebelumnya, paparan langsung CdCl2 20 μM dan 50 μM pada embrio ikan Danio rerio 4 dpf hingga menjadi larva 72 hpf menurunkan panjang badan secara berturut-turut kurang lebih sebesar 5 % dan 7 % dibandingkan kontrol5.

Efek Paparan CdCl2 terhadap Kelengkungan Vertebrae pada Larva Ikan Danio rerio
       Pada penelitian ini, tidak didapatkan perbedaan yang signifikan antara kelompok kontrol dengan kelompok perlakuan (CdCl2 0,5 ppm , 1 ppm, dan 1,5 ppm).  Diantara kelompok perlakuan tidak didapatkan hasil derajat kelengkungan vertebrae larva ikan Danio rerio yang signifikan (p>0,05). 
       Vertebrae ikan Danio rerio berkembang dari lapisan germinal tengah pada embrio, yang disebut mesoderm. Beberapa sel mesodermal akan  membentuk struktur yang disebut notochord, yang memanjang dari pangkal kepala dan memberi dukungan  pada perkembangan embrio serta pembentukan berbagai jaringan. Vertebrae terbentuk dari notochord yang mengalami proses mineralisasi dalam selubung notochordal yang disebut chordacentrum. Vertebrae sama seperti tulang pada umumnya, yaitu mengalami proses remodelling tulang. Proses remodelling tulang meliputi resorpsi dan formasi. Pada saat proses resorpsi jaringan tulang yang sudah tua akan dihancurkan oleh osteoklas, sedangkan saat proses formasi jaringan tulang tersebut akan digantikan oleh jaringan tulang yang baru oleh osteoblas. Proses remodelling ini memerlukan keseimbangan antara osteoblas dan osteoklas37.
       Pada penelitian ini tidak didapatkan kelainan derajat lengkung vertebrae pada larva ikan Danio rerio yang dipapar cadmium melalui induknya. Hasil yang tidak signifikan pada penelitian ini diduga disebabkan oleh paparan cadmium pada induk ikan Danio rerio tidak mampu untuk menyebabkan gangguan terhadap proses metabolisme dan pembentukan tulang pada keturunannya. Berdasarkan penelitian sebelumnya mengenai paparan cadmium secara langsung pada hewan coba, diketahui bahwa Cd hanya dapat menginduksi efek ke tulang pada dosis yang tinggi. Pada penelitian sebelumnya, paparan langsung cadmium ≥ 50 μM (15 ppm) pada larva ikan Danio rerio selama 3 hari secara signifikan menyebabkan kelainan derajat lengkung vertebrae dibandingkan kontrol5. Penelitian epidemiologi dan klinis di Jepang sejak tahun 1962 melaporkan bahwa kelainan pada tulang akibat paparan cadmium  hanya terjadi pada paparan cadmium yang sangat tinggi  dengan intake kalsium yang rendah sebagai faktor resiko38. Pada penelitian ini, diduga bahwa kadar cadmium yang terdapat di dalam tubuh larva ikan Danio rerio 6 dpf  masih belum mampu menurunkan osteoblast dan meningkatkan osteoklas sehingga merangsang resorpsi tulang dan menghambat remodelling tulang, serta menurunkan kadar kalsium dalam tulang akibat kemampuan cadmium mengganggu ambilan kalsium dengan mengurangi aktivitas Ca2+ ATPase. Kalsium  merupakan komponen utama penyusun tulang yang berperan terhadap kekakuan dan kekuatan tulang39. Sebelumnya diketahui bahwa efek toksik cadmium pada tulang berkaitan dengan kemampuan cadmium untuk  mempengaruhi proses mineralisasi tulang hingga terjadinya deformitas pada tulang40.     
       Paparan cadmium yang tidak diberikan secara langsung pada larva ikan Danio rerio 6 dpf diduga turut menyebabkan tidak ditemukannya kelainan derajat lengkung vertebrae pada penelitian ini. Pada penelitian sebelumnya, paparan langsung cadmium pada larva ikan Danio rerio (0,89 μM) memiliki kadar cadmium yang 26 kali lebih besar dibanding cadmium yang dipapar melalui induk betinanya (8,9 μM selama 72 jam)41. Berdasarkan hal tersebut rute paparan sangat mempengaruhi efek toksisitas cadmium pada tulang.

KESIMPULAN
       Adapun kesimpulan untuk penelitian ini adalah:
1. Paparan kronik CdCl2 dosis 0,5; 1; 1,5 ppm induk ikan Danio rerio (F1) selama 30 hari mampu menurunkan stunting larva ikan Danio rerio (F2) usia 6 dpf.
2. Paparan kronik CdCl2 dosis 0,5; 1; 1,5 ppm selama 30 hari pada induk ikan Danio rerio (F1) selama 30 hari tidak menyebabkan perubahan derajat lengkung vertebrae larva ikan Danio rerio (F2) usia 6 dpf.


SARAN
       Adapun saran untuk meningkatkan dan mengembangkan penelitian ini lebih lanjut adalah:
1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut efek teratogenik CdCl2 terhadap derajat kelengkungan vertebrae larva ikan Danio rerio 6 dpf dengan dosis 11 ppm selama 72 jam.
2. Perlu dilakukan paparan CdCl2 pada larva ikan Danio rerio menggunakan dosis yang sama dengan penelitian ini.
3. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai efek teratogenik paparan CdCl2 pada kingdom mamalia.
4. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai profil osteoblas dan osteoklas tulang vertebrae pada penelitian ini.
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