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Abstrak

Penelitian transfer gen hormon pertumbuhan pada sperma ikan menggunakan teknik elektroforasi untuk
perbaikan pertumbuhan telah berhasil dilakukan pada spesies salmon, catfish, common carp maupun tilapia.
Pemberian kejutan elektrik (125 V/cm dan 50 V/em dengan jumlah pulsa 3 dan 5) pada sperma ikan lele
mutiara memberikan peluang besar gen GH lele dumbo masuk dan bergabung dengan DNA genom ikan
inang saat proses elektroforasi.

Rekombinasi GH eksogen (GH lele dumbo) dan GH endogen menyebabkan over ekspresi
pertumbuhan ikan lele mutiara transgenik. Hasil penelitian menunjukkan rata-rata kelipatan tumbuh ikan lele
mutiara transgenik hasil elektroforasi 125 V/cm-pulsa 3, 125 V/cm-pulsa 5, 50 V/cm-pulsa 3 dan 50 V/cm-
pulsa 5 berturut- turut 3,53 kali; 3,05 kali; 2,75 kali dan 2,76 kali dari ukuran ikan non transgenik.

Kata kunci : elektroforasi, ikan lele mutiara, sperma, transgenik

Abstract

Growth hormone gene transfer studies on fish sperm using electroporation techniques for improvement of
growth has been successfully carried out on the species of salmon, catfish, common carp and tilapia.
Administration of an electric shock (125 V/em and 50 V/cm with the number of pulses 3 and 5) on sperm
catfish mutiara provide great opportunities African catfish GH gene entry and join the genomic DNA of the
host fish during electroporation process.

Recombination exogenous GH (African catfish GH) and endogenous GH causes over-expression of
the growth transgenic mutiara catfish. The results showed an average multiple of growing transgenic
mutiara catfish of electroporation 125 V/cm-pulse 3, 125 V/cm-pulse 5, 50 V/cm-pulse 3 and 50 V/cm-pulse
5 respectively 3, 53 times; 3.05 times; 2.75 times and 2.76 times of the size of non-transgenic fish.

Keywords: electroporation, mutiara catfish, sperm, transgenic
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Pendahuluan

Aplikasi teknologi transgenesis dewasa ini
berguna untuk mengatasi kendala
pertumbuhan ikan yang lambat, oleh karena
memungkinkan untuk memasukkan gen-gen
asing tunggal (single gen) ke dalam genom
sperma ikan yang dibudidayakan sehingga
meningkatkan perbaikan genetik ikan ke arah
sifat yang lebih menguntungkan (Fletcher et
al., 2002).

Tujuan utama transfer gen adalah
memasukkan gen asing yang diharapkan akan
terintegrasi dengan genom ikan inang
sehingga genom inang memiliki tambahan
gen asing yang memperbaiki ekspresi gen
inang (over-ekspresi) yang akan
ditransmisikan kepada generasi keturunannya
(Hackett, 1993). Terdapat 2 teknik transfer
gen yang umum diaplikasikan pada genom
ikan, yaitu metode mikroinjeksi telur dan
elektroforasi pada sperma ikan. Penggunaan
metode  mikroinjeksi  telur, umumnya
memerlukan peralatan mahal, ketrampilan
tinggi dan biaya yang relatif mahal.
Sementara metode elektroforasi sperma ikan
relatif lebih simpel dan merupakan metode
massal penyisipan gen asing ke dalam DNA
genom sperma yang selanjutnya dapat
membuahi sejumlah telur ikan (Ozato et al.,
1991 ; Hackett, 1993 ; Muller et al., 1993)
yang dipandang lebih efisien dibanding
mikroinjeksi.

Selama dekade terakhir, spermatozoa
pada ikan telah banyak diteliti peranannya dan
dapat bertindak sebagai vektor untuk transfer
gen asing dalam teknologi ikan transgenik
yang dikenal sebagai transfer gen yang

diperantarai sperma (SMGT = Sperm
Mediated Gene Transfer) (Collares et al.,
2010). Secara alami, hewan akuatik

memproduksi sejumlah besar sel-sel sperma
yang sangat menguntungkan bagi aplikasi
teknik SMGT tersebut. Hasil penelitian
Collares et al. (2010), menggunakan sperma
American catfish (Rhamdia quelen) yang
disisipi konstruksi gen EGFP (Enhanced
Green Flourescent Protein), dan
difertilisasikan pada telur catfish tersebut,
transmisi transgen terdeteksi pada larva ikan
dengan efisiensi ekspresi transgen sebesar 25
%.
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Rekayasa genetika, khususnya
teknologi rekombinan DNA mulai banyak
diaplikasikan di bidang pembenihan ikan guna
meningkatkan pertumbuhan melalui
penyisipan gen hormon pertumbuhan tersebut
ke dalam DNA genom telur atau sperma ikan.
Hormon pertumbuhan (growth hormone/GH)
merupakan  polipeptida  penting  yang
dibutuhkan untuk pertumbuhan secara normal
dan perkembangan hewan termasuk ikan.
Growth hormone adalah suatu kelompok
dalam famili hormon yang terdiri dari hormon
pertumbuhan (GH), prolaktin (PRL) dan
somatolactin (SL) (Takayama et al., 1991).
Hormon ini disintesis oleh sel somatotrof
kelenjar hipofisa untuk menstimulasi produksi
faktor-faktor pertumbuhan menyerupai insulin
(Baruah et al., 2012) yang memperantarai
kebanyakan pengaruh-pengaruh pemacuan
pertumbuhan.

Tujuan utama yang dikenal luas untuk
mengatasi masalah pertumbuhan lambat
dalam akuakultur dengan bioteknologi pada
dasarnya  adalah  merekayasa  hormon
pertumbuhan ikan yang bersangkutan dengan
hormon pertumbuhan ikan lain untuk
meningkatkan pertumbuhan ikan melalui
teknik DNA rekombinan. Sejauh ini telah
banyak usaha dilakukan untuk mengatur
hormon-hormon pada ikan atau dengan
rekombinasi hormon dari mamalia dalam
plasmid yang diintegrasikan pada genom ikan
sehingga dapat memproduksi hormon dalam
jumlah banyak, meningkatkan pertumbuhan
dan efisiensi pakan (Chen and Powers, 1990).

Pemberian hormon pertumbuhan alami
mamalia ke dalam pakan ikan maupun dengan
cara perendaman hormon tersebut ke dalam
telur-telur ikan dipandang tidak efisien, karena
setiap akan memproduksi ikan unggul,
pekerjaan harus dilakukan berulang-ulang
untuk maksud tersebut. Sebaliknya dengan
mengintegrasikan gen asing yang
mengekspresikan hormon pertumbuhan ke
dalam inti sel ikan dan kemudian dibesarkan
sampai induk lebih efisien untuk mewariskan
sifat pertumbuhannya pada keturunannya.

Perkembangan metode transfer gen
secara massal sangat penting yang
memberikan keuntungan pada sistem transfer
gen ikan, mengingat tingginya jumlah telur
ikan dan fertilisasinya eksternal. Teknologi



Jurnal Akuatika Indonesia Vol. I No. 2/ September 2016 (109-119)

DNA rekombinan pada ikan dan sekuen-
sekuen regulatorik (sekuen promoter) telah
dapat dikloning dan potensial dimanfaatkan
untuk pembuatan konstruksi vektor ekspresi
yang mengandung gen-gen ikan yang bernilai
ekonomis (Muller et al., 1993 ; Dewi dkk.,
2010a). Pengujian sekuen-sekuen regulatorik
yang dikloning (termasuk sekuen promoter),
secara in vivo fungsional  untuk
mempermudah  ekspresi  transgen  yang
disisipkan melalui sperma untuk produksi
massal ikan transgenik (Alimuddin dkk., 2007
; Sin et al., 1997). Produksi transgen secara
stabil memerlukan waktu dari generasi ke
generasi, mengingat tidak 100 % transformasi
gen ikan melalui elektroforasi sperma berhasil
diwariskan ke telur ikan.

Berlandaskan wuraian di atas, bahwa
penelitian transfer gen (mengandung sisipan
gen GH lele dumbo) pada ikan lele mutiara
(Clarias sp.) masih terbatas diterapkan, maka
diperlukan penelitian transfer konstruksisi
transgen GH lele dumbo dalam sperma lele
mutiara menggunakan teknik elektroforasi
sperma.

Bahan dan Metode
Tkan uji

Induk ikan lele mutiara jantan dan betina
matang gonad yang digunakan untuk

Balll

! CMV

pTarget-CMV-CgGH

vektor
6270 bp

AmpR
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penyediaan sperma dan telur lele dalam
penelitian transgenesis ini berasal dari Balai
Penelitian Pemuliaan Ikan (BPPI) Sukamandi
Subang Jawa Barat. Ukuran berat induk jantan
maupun betina berkisar 1,5 — 2 kg untuk
keperluan sampel sperma dan telur lele dalam
pengerjaan elektroforasi.

Konstruksi Gen

Gen yang disisipkan merupakan GH ikan lele
dumbo yang diisolasi dari hipofisa ikan dan
telah diintegrasikan ke dalam vektor ekspresi

pTarget-CMV  menjadi  konstruksi  gen
pTarget-CMV-CgGH (Gambar 1). CMV
(cytomegalovirus)  merupakan  promoter

eukariot sebagai elemen regulatorik gen GH
lele dumbo (CgGH). pTarget-CMV ini
merupakan vektor ekspresi mamalia komersial
yang diproduksi Promega, dan telah
digunakan dalam aplikasi transgenesis pada
ikan (Martinez et al., 1996). Primer Cg-F (5°-
ATGGCTCGAGTTTTGGTGCTGCT-3’) dan
Cg-R (5°-
CTACAGAGTGCAGTTGGAATCCAGGG-
3’) digunakan untuk mengkopi sekuen GH
lele dumbo.

(600 bp)

Synthetic Poly (&)

Gambar 1. Konstruksi gen pTarget-CMV-CgGH (6270 bp)
Fig. 1. Construction Gene pTarget-CMV-CgGH (6270 bp)

Teknik Elektroforasi Sperma

Elektroforasi adalah aplikasi suatu kejutan
elektrik pada sel untuk memacu pengambilan
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molekul RNA atau DNA dari luar sel masuk
ke dalam sel. Prinsip kerja elektroforasi
membuka pori-pori sel dengan medan
intensitas  elektrik tinggi yang secara
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temporer mendestabilisasi membran sel
(Nakamura, 2009). Selama waktu ini,
membran sangat permeable dengan molekul-
molekul eksogen yang terdapat disekitar
media, dan DNA eksogen ini bergerak ke
dalam sel melalui lubang permeable ini.
Ketika medan listrik non aktif, lubang dalam
membran menutup dan DNA masuk ke
dalam sel.

Konstruksi gen pTarget-CMV-CgGH
kemudian dicampur dengan sperma ikan lele
dan selanjutnya ditransfer ke dalam kuvet
elektroforator. Mesin elektroforasi
menggunakan gen pulser Xcell (BioRad)
dengan metode square wave untuk program

Campuran sperma : Na fisiologis
(1:1)
(500 pL : 500 pL)

kejutan elektrik (pulse) dalam pengerjaan
transfer gen GH lele dumbo ke dalam sperma
lele mutiara. Konsentrasi vektor (pTarget-
CMV-CgGH) (mengandung sisipan gen
hormon pertumbuhan lele dumbo) yang
digunakan 60 ng/puL. Kuat medan listrik
(voltase) yang digunakan 125 V/em dan 50
V/cm dengan jumlah pulsa masing-masing 3
dan 5. Lama kejutan 30 milidetik dengan
interval pulsa 0,1 detik dan menggunakan
kuvet 0,4 cm (Subyakto et al., 2011). Alur
teknis pengerjaan elektroforasi transfer GH
lele dumbo ke sperma lele mutiara disajikan
dalam Gambar 2.

Stok Komstruksi
vektor ekspresi
sebanyak 200 pL

10pL 25l

-—

(konsen. 60 ng/uL)

Dicampur (pipetting up down)
Transfer ke
Kuvet Elektroforator (0, 4 cm)
Dicampur dengan pippeting

Running Elektroforasi Sperma :
Program tipe kejutan : Square Wave
Pulse length : 30 milidetik
Pulse number :3 x dan 5 x
Pulse interval : 0,1 detik
Voltage : 50 V/em dan 125 V/em

Pasca Elektroforasi kebugaran sperma ditingkatkan dengan
Penambahan 265 pL larutan Na-fisiologis
Sperma pasca elektroforasi
Diamati motilitasnya Fertilisasi dengan Telur
Telur yang dibuahi sperma hasil elektroforasi

Embrio telur

Larva lele yang menetas dibesarkan sampai dewasa

Gambar 2. Pengerjaan transfer pTarget-CMV-CgGH ke sperma lele mutiara
Fig.2. Work on transfer pTarget-CMV-CgGH to mutiara catfish sperm
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Hasil dan Pembahasan

Deteksi  Sisipan GH Lele Dumbo Pada
Sperma Pasca Elektroforasi

Keberadaan sisipan gen hormon
pertumbuhan lele dumbo yang ditransformasi
ke dalam sel sperma lele mutiara, positif
terdeteksi pada sperma berdasarkan analisis
PCR (Gambar 3). Ukuran fragmen gen GH
sisipan yang terdeteksi sebesar 600 bp pada
setiap perlakuan sperma hasil elektroforasi
125 V/cm dan 50 V/cm dengan jumlah pulsa

bp M 1

600 bp
500 bp
400 bp —
300 bp —
200 bp —

100 bp

Gel agarosa 1 %

ISSN : 2528-052X

3 dan 5 (sumur gel ke-2 sampai ke-5 Gambar
3). Fragmen GH lele dumbo (tersisip dalam
vektor pTarget-CMV-CgGH ) yang terkopi
oleh primer Cg-F dan Cg-R juga sebesar 600
bp (kontrol positif). Hasil verifikasi PCR
tersebut membuktikan bahwa gen GH lele
dumbo telah terintegrasi ke dalam genom
sperma lele mutiara dengan  teknik
elektroforasi 125 V/cm dan 50 V/cm dengan
jumlah pulsa 3 dan 5.

2 3 4 S5

—» 600 bp

Gambar 3. Deteksi GH lele dumbo pada sperma lele mutiara
Fig.3. GH detection African catfish on mutiara catfish sperm

Keterangan :

M = marker VC 100 bp plus DNA ladder (Vivantis)

= pTarget-CMV-CgGH (kontrol positif)

“w AN W~

= perlakuan elektroforasi sperma lele mutiara (50 V — jumlah pulsa 3 kali)
= perlakuan elektroforasi sperma lele mutiara (50 V — jumlah pulsa 5 kali)
= perlakuan elektroforasi sperma lele mutiara (125 V — jumlah pulsa 3 kali)
= perlakuan elektroforasi sperma lele mutiara (125 V — jumlah pulsa 5 kali)

P = fragmen gen hormon pertumbuhan lele dumbo (600 bp)

Berdasar hasil deteksi sisipan GH lele
dumbo pada sperma lele mutiara (Gambar 3),
menunjukkan bahwa baik voltase maupun
jumlah pulsa yang diaplikasikan dalam
proses elektroforasi transfer GH lele dumbo
ke sperma lele mutiara berhasil masuk dan
terintegrasi ke dalam genom sperma lele
tersebut. Hasil deteksi keberadaan gen GH
lele dumbo yang ditransfer ke dalam sperma
lele mutiara ini menunjukkan bahwa sel-sel
sperma ikan lebih memungkinkan digunakan
sebagai vektor untuk transfer DNA asing
melalui elektroforasi. DNA asing ini
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(termasuk pT-CgGH) masuk melalui proses
internalisasi DNA oleh sel-sel sperma selama
perlakuan elektroforasi (Venogupal and
Pandian, 1998). Kuat medan elektrik
(voltase) tinggi mempermudah pengambilan
DNA asing oleh sel-sel sperma, namun
voltase yang terlalu tinggi menyebabkan
penurunan  motilitas dan  kemampuan
fertilisasi sperma. Batas voltase optimum
yang cukup untuk efisiensi transfer gen ke
sperma ikan sebesar 500 V/cm. Berdasar hal
ini, pemberian voltase 125 V dan 50 V/cm
pada elektroforasi sperma lele mutiara efisien
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untuk transfer gen ke dalam sel sperma, dan
terbukti fragmen GH lele dumbo terdeteksi
oleh primer Cg-F dan Cg-R (Gambar 3).
Kombinasi perlakuan voltase dan jumlah
pulsa dalam elektroforasi sperma akan
memperbesar permeabilitas sel,
menyebabkan polinukleotida eksogen (DNA
asing) memasuki membran plasma sel
sperma (Liu et al., 2011). DNA asing ini
lebih lanjut akan dikirimkan kembali oleh
sperma ke telur saat fertilisasi yang efektif
untuk  memproduksi  ikan  transgenik
pembawa fenotip baru skala kecil (Spadafora,
2008; Tsai, 2000). Transgen (pembawa gen
GH lele dumbo) dapat ditransmisikan
kembali melalui reproduksi seksual dari
parental (P) ke keturunan pertama (F1)
dengan ekspresi fenotip baru.

Keberadaan Gen Pertumbuhan Lele Dumbo

Pada Ikan Lele Mutiara Transgenik

Gel agarosa 1 %

Transmisi GH lele dumbo yang berhasil
ditransfer sperma ke telur ikan dan
terintegrasi dalam genom ikan lele mutiara
yang dibesarkan selama pemeliharaan 4
bulan menghasilkan pertumbuhan cepat
(super growth) pada umur yang sama bila
dibandingkan dengan ikan lele mutiara
normal (non elektroforasi). Ikan lele mutiara
ini merupakan ikan transgenik dengan
fenotipe baru, oleh karena memiliki ekspresi
peningkatan  pertumbuhan melebihi ikan
yang normal (over ekspresi pertumbuhan).
Integrasi dalam hal ini merupakan proses
rekombinasi antara molekul DNA transgen
dengan molekul DNA kromosom (genom
sperma lele mutiara yang menghasilkan
kombinasi fenotipe pertumbuhan baru (ikan
transgenik) (Spadafora and Lorenzini, 2001).

Pola rekombinasi GH ikan lele mutiara
transgenik dan non transgenik seperti yang
disajikan dalam Gambar 4, menunjukkan
perbedaan jumlah fragmen GH yang
terdeteksi pada ikan umur 4 bulan.

p
~1200 bp
_ 900 bp
—800 bp

_ 600 bp
_375bp

Gambar 4. Fragmen GH lele dumbo pada ikan lele mutiara transgenik
Fig.4. GH fragmen African catfish on transgenic mutiara catfish

Pada ikan transgenik (sumur ke-1
sampai ke-7 Gambar 4) untuk semua sampel
terdapat fragmen GH lele dumbo (fragmen
tersisip pada posisi 1000 bp) dan ikan non
transgenik (sumur ke-8 Gambar 4) tidak
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terdapat fragmen GH lele dumbo. Hal ini
membuktikan bahwa genom ikan transgenik

mengandung sisipan GH lele dumbo,
sedangkan ikan non transgenik tidak
mengandung sisipan GH eksogen yang
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menunjukkan keberhasilan transfer GH lele line, menunjukkan bahwa sekuen sampel 94
dumbo ke dalam ikan lele mutiara transgenik. — 98 % identik dengan gen protein GH
Verifikasi dilakukan untuk fragmen yang Clarias gariepinus (no. aksesi AF416488.1).
tersisip pada 1000 bp dengan analisis Hal ini memperkuat bukti bahwa GH lele
sekuensing dan penyejajaran sekuen sampel dumbo tersisip dalam genom ikan lele
dengan data sekuen yang terdapat pada bank mutiara transgenik umur 4 bulan (Tabel 1).

gen menggunakan program blastN secara on-

Tabel 1. Kesaman sekuen sisipan GH sampel dengan GH C. gariepinus (no. aksesi
AF416488.1)

Table 1. Insertion sequence similarity of GH sample with the GH C. gariepinus (no. accession
AF416488.1)

Elektroforasi Sekuen GH % identik No. aksesi
(kode sampel)
125V/ecm-3-1000 bp (1) Gen protein GH C. gariepinus 96 AF416488.1
125V/ecm-3-1000 bp (2) Gen protein GH C. gariepinus 96 AF416488.1
125V/ecm-3-1000 bp (3) Gen protein GH C. gariepinus 99 AF416488.1
125V/ecm-5-1000 bp (4) Gen protein GH C. gariepinus 98 AF416488.1
125V/ecm-5-1000 bp (5) Gen protein GH C. gariepinus 94 AF416488.1
50V/em-3-1000 bp (6) Gen protein GH C. gariepinus 95 AF416488.1
50 V/em-5-1000 bp (7) Gen protein GH C. gariepinus 95 AF416488.1
NT-375 bp (8) Clarias _ batrachus  mitochondrion, 35 KC572134.1 (bukan
complete genome GH lele dumbo)
Kemiripan yang tinggi sekuen GH primer tersebut (Tabel 2). Sebaliknya pada
sampel dengan GH C. gariepinus pada genom ikan lele mutiara non transgenik
bankgen ini (Tabel 1), memperkuat bukti (kontrol), hanya terkopi 1 fragmen DNA oleh
bahwa GH sampel yang terdeteksi dalam primer Cg-F dan Cg-R.
genom ikan lele mutiara transgenik Hasil yang disajikan pada Tabel 2,
(perlakuan elektroforasi 125 V/cm dan 50 menunjukkan bahwa jumlah fragmen GH
V/vm dengan jumlah pulsa 3 dan 5) adalah eksogen (GH lele dumbo) yang masuk dan
GH lele dumbo (merupakan keturunan terintegrasi ke dalam genom ikan lele
African catfish, C. gariepinus). Sementara transgenik dengan bantuan kejutan elektrik
GH lele dumbo tidak terdeteksi pada ikan (elektroforasi) berbeda-beda tergantung dari
mutiara non transgenik (non elektroforasi), voltase dan jumlah pulsa yang diberikan.
oleh karena fragmen 375 bp yang terkopi Pemberian kejutan elektrik 125 V/cm dengan
primer Cg-F dan Cg-R bukan merupakan jumlah pulsa 3, sisipan fragmen GH eksogen
GH lele dumbo (Tabel 1). pada ikan nomor 1 dan 2 masing-masing
Fragmen DNA yang terkopi oleh berjumlah 7, dan pada ikan nomor 3
primer Cg-F dan Cg-R baik pada ikan lele berjumlah 4 fragmen. Sebaliknya pada
mutiara transgenik (perlakuan elektroforasi) kejutan 125 V/ecm dengan jumlah pulsa 5
dan ikan lele mutiara non transgenik (tanpa (ikan nomor 4 dan 5), menghasilkan masing-
perlakuan elektroforasi) menunjukkan pola masing 4 fragmen GH eksogen. Pada kejutan
sisipan yang berbeda (Gambar 4). Perbedaan elektrik 50 V/em dengan pulsa 3 dan 5,
ini menyiratkan perbedaan situs integrasi gen masing-masing jumlah fragmen sisipan GH
GH lele dumbo (GH eksogen) dalam genom eksogen sebanyak 4 fragmen (Tabel 2).
ikan  lele mutiara  transgenik  yang Khusus pada ikan lele non transgenik hanya
diindikasikan dengan terkopinya fragmen terdeteksi 1 fragmen DNA.

DNA dengan jumlah yang berbeda oleh
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Tabel 2. Jumlah kopi fragmen DNA oleh primer Cg-F dan Cg-R pada lele transgenik dan
non transgenik
Table 2. Number of DNA fragment copies by Cg-F and Cg-R primer on transgenic and non-
transgenic catfish
Ikan nomor Jumlah fragmen DNA Posisi sisipan fragmen GH (bp)
1 7 ) 375, 600, 750, 800, 1000, 1200, 1400
2 7 375, 600, 750, 800, 1000, 1200, 1400
3 4 375, 800, 1000, 1200
4 5 > lele transgenik 375, 600, 800, 1000, 1200
5 6 375, 600, 800, 1000, 1200, 1400
6 4 375, 600, 1000, 1200
7 4 375, 800, 900, 1000
8 lele non transgenik 375
1E). Dua ekor ikan lele transgenik (strain

Posisi fragmen GH yang terintegrasi
pada genom ikan lele transgenik bervariasi
letaknya dari setiap pemberian kejutan 125
V/em dan 50 V/cm dengan jumlah pulsa 5
dan 3 (Tabel 2). Hasil ini mirip dengan
penelitian Hostetler ef al.,, (2003) dan
Fletcher et al., (2002), bahwa transgen dapat
terintegrasi pada banyak lokus kromosom,
dan pola integrasinya bersifat acak. Integrasi
DNA asing (dalam hal ini GH eksogen)
merupakan kejadian independen, dan jumlah
transgen yang terkopi tergantung dari jumlah
transgen yang berhasil masuk dan bergabung
dengan DNA genom inang saat proses
elektroforasi. Kejutan elektrik 125 V/em
dengan jumlah pulsa 3 menghasilkan
fragmen sisipan GH eksogen terbanyak (7
fragmen) dibanding 50 V/cm, memberikan
peluang besar transgen masuk ke dalam
sperma. Jumlah pulsa (5 dan 3) yang
dikombinasikan dengan voltase 125 V/cm
dan 50 V/cm, tidak memberikan pengaruh
besar terhadap jumlah sisipan GH eksogen
yang masuk ke dalam genom lele transgenik,
hanya voltase kejutan elektrik yang
berpengaruh besar terhadap peningkatan
jumlah sisipan GH eksogen yang masuk ke
genom ikan.

Over Ekspresi Pertumbuhan Ikan Lele
Mutiara Transgenik

Meningkatnya jumlah sisipan GH lele dumbo
ke dalam genom ikan lele mutiara
mengakibatkan over ekspresi pertumbuhan
ikan lele transgenik tersebut (Lampiran 1A —
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Mutiara) hasil elektroforasi 125 V/em dan 50
V/ecm dengan pulsa 3 dan 5, tumbuh besar
dan ukurannya di atas rata-rata ikan lele non
transgenik dalam bak pemeliharaan yang
sama. Ukuran ikan lele transgenik ini 2-3 kali
lebih besar dibanding ukuran ikan lele non
transgenik. Hal ini mengindikasikan bahwa
konstruksi gen (pTarget-CMV-GH lele
dumbo) yang ditransformasikan ke sperma
lele mutiara berhasil masuk ke sperma,
kemudian transgen mendorong ekspresi
hormon pertumbuhan eksogen (GH lele
dumbo) sehingga pertumbuhan lele mutiara
transgenik menjadi berlipat ganda (diinduksi
oleh GH endogen dan GH eksogen) bila

dibandingkan lele mutiara yang tidak
membawa transgen (non elektroforasi).
Pertumbuhan yang dramatis pada ikan

transgenik ini membuktikan adanya -efek
pertumbuhan gigantisme dimana
pertumbuhan ikan melebihi pertumbuhan
ikan lele non transgenik pada umur
pemeliharaan yang sama. Lampiran 1A
sampai 1E di bawah ini memperlihatkan
pertumbuhan ikan lele mutiara transgenik
pada umur 4 bulan, dimana pertumbuhannya
2-3 kalinya dari pertumbuhan ikan non
transgenik (ikan yang tidak membawa
konstruksi gen).

Hasil pengukuran berat ikan lele
transgenik dan non transgenik, khususnya
ikan yang besar menunjukkan rata-rata
pertumbuhan ikan lele transgenik 2 — 3 kali
pertumbuhan ikan lele non transgenik (Tabel
3).
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Tabel 3. Berat ikan lele transgenik dan non transgenik (g) umur 4 bulan
Table 3. Weight of transgenic and non-transgenic catfish (g) aged four months

Nomor Elektroforasi transfer GH lele dumbo (transgenesis)
Ikan 125V/em -3  125V/ecm -5 50 V/iem -3 50 Viem -5 NT
1 275 470 250 315 100
2 410 370 300 370 95
3 1265 240 250 364 140
4 495 260 275 255 65
5 475 460 325 475 60
6 250 1159 250 265 165
7 320 265 260 290 115
8 440 235 485 205 379"
9 375 340 280 250 135
10 435 290 1012° 915" 85
Rata-rata 474 408,9 368,7 369,4 133,9
Kelipatan
tumbuh
dari non 3,53 kali 3,05 kali 2,75 kali 2,76 kali
transgenik
(NT)

Keterangan : "= ikan dengan berat tertinggi

125 V/em — 3 = elektroforasi 125 V/cm dengan jumlah pulsa 3
125 Viem — 5 = elektroforasi 125 V/em dengan jumlah pulsa 5
50 Viem — 3 = elektroforasi 50 V/cm dengan jumlah pulsa 3
50 Viem — 5 = elektroforasi 125 V/cm dengan jumlah pulsa 5

NT = non transgenik (non elektroforasi)

Ukuran berat ikan terbesar pada hasil
elektroforasi 125 V/cm dan 50 V/cm dengan
jumlah pulsa 3 dan 5 (ikan transgenik)
masing-masing 1265 g, 1159 g, 1012 g dan
915 g (Tabel 3). Kelipatan tumbuh rata-rata
dari 10 ikan sampel lele transgenik sebesar
3,53 kali; 3,05 kali; 2,75 kali dan 2,76 kali
dari ukuran rata-rata ikan non transgenik.
Sementara untuk kelipatan tumbuh ikan
transgenik paling berat @) masing-masing
sebesar 3,34 kali, 3,06 kali, 2,67 kali dan
2,41 kali ukuran berat ikan lele non
transgenik tertinggi (379 g) (Tabel 3). Bukti
ini menunjukkan bahwa konstruksi gen
(pTarget-CMV-CgGH) yang mengandung
GH lele dumbo dan disisipkan ke ikan lele
mutiara menghasilkan ikan transgenik
dengan pertumbuhan berlipat (super growth)
dibanding ikan non transgenik. Hasil
penelitian transfer gen GH patin siam dalam
konstruksi gen pCcBA-PhGH ke dalam
sperma patin melalui teknik elektroforasi,
menunjukkan bahwa tingkat transmisi gen
tersebut dari generasi FO (parental) ke
generasi F1 sebesar 66,7 % dan selama 4
bulan pemeliharaan, populasi F1 patin
transgenik tumbuh 47,5 % lebih cepat
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dibanding ikan patin non transgenik (Dewi
dkk.,  2014). Penelitian lain  juga
membuktikan over ekspresi pertumbuhan
ikan  Atlantic  salmon  (Salmo  salar)
transgenik  memiliki  kelipatan  tumbuh
sebesar 2,85 kali dari ikan non transgenik
(Cook et al., 2000). Dengan demikian hal ini
memperkuat bukti bahwa efek gigantism dari
pertumbuhan ikan lele mutiara transgenik
merupakan over ekspresi GH lele dumbo

sebagai ekspresi fenotip baru ikan lele
transgenik.

Simpulan

Berdasarkan  hasil  penelitian,  dapat
disimpulkan sebagai berikut :

1. Deteksi sisipan GH lele dumbo

terkandung dalam genom sperma dan ikan
lele mutiara transgenik (elektroforasi 125
V/cm dan 50 V/cm dengan jumlah pulsa 3
dan 5) umur 4 bulan

2. Rata-rata kelipatan tumbuh ikan lele
mutiara transgenik hasil elektroforasi 125
V/cm-pulsa 3, 125 V/cm-pulsa 5, 50
V/cm-pulsa 3 dan 50 V/cm-pulsa 5
berturut-turut 3,53 kali; 3,05 kali; 2,75
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kali dan 2,76 kali dari ukuran ikan non
transgenik.

Saran

Guna mengetahui tingkat pewarisan GH lele
dumbo pada keturunan F1 ikan lele mutiara
transgenik  diperlukan uji  persilangan
keturunan FO dengan F1 dan deteksi GH lele
dumbo dengan PCR pada keturunan F1.
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