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ABSTRACT

Humpback grouper is one of the mariculture fish species that possess high economical price in Asia,
including Indonesia. The main problem facing in humpback grouper culture is its low growth rate.
Transgenesis technique may be one of the methods to solve the problem. This study was conducted to
determine the effectiveness of microinjection and electroporation techniques to transfer of growth
hormone gene in humpback grouper. Microinjection was carried out to 1-4 cell stage embryos using 25
pg/ml of foreign DNA solution, and duration of injection into each embryo was 1, 2 and 3 seconds.
Electroporation by 50 V, 30 ms of pulse length, 5 of pulse number and 0.1 of pulse interval was
performed to sperm using three DNA concentration of 5, 10 and 20 pg/ml. The incorporation of foreign
DNA in sperm and embryos were analyzed using PCR method. Based on PCR analysis, an optimum
DNA concentration for electroporation was 10 pg/ml. Limited number of embryos could be
microinjected during 20-30 min of time to reach 4 cells stage embryos. Microinjection for 1 second was
allowed higher number of embryos survived, although no or very low number of larvae was hatched.
Our study revealed that microinjection as well as electroporation could be used as transgenesis
methods for humpback grouper. By means of simplicity and efficacy, however, electroporation was an
appropriate gene transfer method for humpback grouper.
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PENDAHULUAN

Dalam dua dekade terakhir ini,
bermacam-macam organisme akuatik transgenik
telah berhasil diproduksi oleh berbagai peneliti di
seluruh  dunia. Organisme transgenik ini
diproduksi dengan cara mengintroduksi gen atau
transgen penyandi protein menggunakan metode
transgenesis yang berbeda-beda, yaitu
mikroinjeksi, elektroporasi, transfeksi dan particle
gun bombardment (Hackett, 1993; Chen et al.,
1995; Sarmasik et al., 2001). Transgen tersebut
dapat terintegrasi dan terekspresi pada
keturunan ikan transgenik. Selanjutnya,
organisme transgenik yang dihasilkan memiliki
fenotipe seperti yang diharapkan. Sampai saat
ini, sebagian besar organisme akuatik transgenik
yang diproduksi adalah ikan air tawar karena
kelompok ikan ini relatif mudah dipelihara di
laboratorium. Beberapa ikan air tawar transgenik

yang telah berhasil diproduksi adalah seperti ikan
channel catfish (Dunham et al., 1987), ikan mas
(Liu et al., 1990; Chen et al., 1993), ikan nila
(Rahman and MacClean, 1992; Martinez et al.,
1996; Kobayashi et al., 2007), ikan mudloach
(Nam et al., 2001), dan ikan zebra (Alimuddin et
al.,, 2005). Sebaliknya, penelitian ikan laut
transgenik hasilnya masih sangat terbatas dan
mendapat perhatian sedikit sekali, meskipun
faktanya bahwa ikan laut mempunyai potensi nilai
ekonomi tinggi dalam akuakultur.

Ikan kerapu tikus merupakan jenis
komoditas laut yang memiliki nilai ekonomi tinggi
di Asia. Namun demikian, salah satu
permasalahan yang dihadapi dalam budidaya
ikan kerapu tikus adalah pertumbuhannya yang
relatif lambat (Cesar and Hempel, 2000).
Pembesaran ikan kerapu tikus memerlukan
waktu yang cukup lama, yaitu antara 8-24 bulan
untuk mencapai ukuran 0,5-1,0 kg (Tucker,
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1999; Teitelbaum, 2007).
diduga dapat menjadi suatu penyelesaian
masalah pertumbuhan yang relatif lambat
tersebut pada ikan kerapu tikus dan ikan laut
lainnya.

Beberapa metode dapat digunakan untuk
membuat ikan transgenik diantaranya adalah
transfeksi, mikroinjeksi dan elektroporasi. Metode
transfeksi berhasil digunakan untuk transfer gen
pada ikan kakap silver (Sparus sarba ) (Lu et al.,

Aplikasi transgenesis

2002) dan wudang vaname (Lithopenaeus
vannamei) (Sun et al., 2005). Metode
mikroinjeksi berhasil pada transgenesis ikan

salmon (Devlin et al.,, 1995) dan ikan zebra
(Alimuddin et al.,, 2005). Metode elektroporasi
dilaporkan berhasil digunakan dalam transfer gen
ikan salmon (Sin et al., 1993; Symon et al., 1994)
dan ikan zebra (Patil and Khoo., 1996; Rambubu
et al.,, 2005). Setiap metode transfer gen
mempunyai efektivitas dan efisiensi yang
berbeda bergantung kepada spesies ikan yang
digunakan (Sarmasik, 2003).

Tujuan percobaan ini adalah untuk
mengetahui efektivitas ~ mikroinjeksi dan
elektroporasi pada transfer gen hormon
pertumbuhan (growth hormone, GH) pada ikan
kerapu tikus.

METODA
Waktu dan Tempat

Percobaan ini dilakukan pada bulan
Agustus 2008 sampai dengan Maret 2010,
bertempat di Laboratorium Bioteknologi dan

Kesehatan lkan BBAP  Situbondo dan
Laboratorium Reproduksi dan Genetika
Organisme Akuatik, Departemen Budidaya

Perairan, Fakultas Perikanan dan Iimu Kelautan
IPB.

Mikroinjeksi

Metode mikroinjeksi yang digunakan
sama seperti yang telah berhasil diaplikasikan
oleh Alimuddin et al. (2005). Mikroinjeksi
dilakukan pada blastodisk embrio ikan kerapu
tikus pada fase 1-4 sel di bawah mikroskop
dengan bantuan mikroinjektor. Embrio diletakkan
di atas cekungan gel agarosa 3% sebagai
penahan saat ada tekanan dari jarum
mikroinjeksi. Konsentrasi larutan DNA yang
digunakan adalah 25 pg/ml, volume DNA yang

masuk ke dalam blastodisk diperkirakan
sebanyak seperlima dari volume blastodisk (Ath-
Thar, 2007). Jumlah embrio yang dimikroinjeksi
untuk setiap periode penyuntikan pada satu kali
pemijahan adalah antara 60—100 butir. Perlakuan
yang ditetapkan adalah lama waktu penyuntikan:
1, 2 dan 3 detik, tujuannya adalah untuk
mengetahui lama waktu penyuntikan yang paling
baik, sehingga dapat menghasilkan banyak
embrio yang berkembang dan membawa DNA.
Embrio hasil injeksi yang hidup dan berkembang
setelah 14 jam dari penyuntikan diambil
sebanyak 20 butir untuk digunakan dalam
analisis PCR guna memastikan bahwa DNA yang
diinjeksikan masuk ke dalam embrio. Jumlah
embrio yang hidup juga dihitung pada waktu
tersebut untuk mengetahui tingkat keberhasilan
metode mikroinjeksi.

Elektroporasi

Metode elektroporasi adalah metode
transgenik dengan menggunakan rangkaian
kejutan listrik untuk membuka pori-pori membran
sel, dan menyebabkan transgen dapat masuk ke
dalam sel. Elektroporasi dilakukan menggunakan
mesin BioRad system, yang terdiri dari Gene
Pulser Xcell Unit dengan CE Module, PC Module,
dan ShockPod, pada 50 Volt, lama kejut 30 ms,
jumlah kejutan 5, interval kejutan 0,1 ps, dan
ukuran kuvet 0,2 dan 0,4 cm. Konsentrasi DNA
yang diujicobakan adalah 5, 10 dan 20 pg/ml.
Pada setiap perlakuan, dicampurkan dengan 25
pl sperma dan larutan fisiologis sebanyak 260 pl.
Sperma hasil elektroporasi diambil 100 pl untuk
analisis DNA, dan sekitar 5 pl untuk pengamatan
motilitas sperma yang dilakukan dengan
menggunakan mikroskop.

Ekstraksi DNA

Larutan fisiologis yang kemungkinan
masih mengandung pktBP-ktGH dibuang setelah
sperma diendapkan dengan menggunakan
sentrifus pada kecepatan 3000 rpm selama 1
menit. Pencucian sperma dilanjutkan dengan
menggunakan larutan fisiologis sebanyak 200 uL
dan diulang 2 kali. Ekstraksi DNA dilakukan
menggunakan kit 1Q2000. DNA hasil ekstraksi
dilarutkan  dengan = menggunakan DEPC
sebanyak 50 pL, dan disimpan pada suhu —20°C,
kondisi penyimpanan ini dipertahankan hingga
akan digunakan dalam analisis PCR.
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Amplifikasi PCR

Satu mikrogram DNA vyang telah
diektraksi digunakan sebagai sampel untuk
analisis PCR, kemudian dicampur dengan 1 pl
primer forward maupun reverse (10 pmol), 1 pl
dNTPs, 1 pl Ex Taqg buffer, 0,05 pl Ex Taq poly-
merase (TAKARABIO) kemudian ditambahkan
SDW sampai volume akhir menjadi 10 pl. Primer
forward dan reverse yang digunakan adalah 5'-
TTCATCCAGCTGA-TGATTGCCAGATGTAAC-3
dan 5-AGTTGGCTTCAGGAGAGAGTCGACA-T
TTAG 3'. Program PCR dengan 35 siklus ampli-
fikasi dilakukan dengan denaturasi pada suhu 94
°C selama 30 detik; annealing pada suhu 62 °C
selama 30 detik dan extension pada suhu 72°C
selama 1 menit. Dua mikroliter hasil PCR dielek-
troforesis menggunakan gel agarosa 1,5% dan
visualisasi DNA menggunakan etidium bro-mida
(EtBr), kemudian difoto pada kondisi diberi sinar
ultra violet.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Mikroinjeksi

Persentase embrio hidup yang dimikro-
injeksi sampai 14 jam setelah penyuntikan menu-
run dengan meningkatnya lama waktu penyunti-
kan (Tabel 1). Semakin lama waktu penyuntikan
menyebabkan bertambahnya volume DNA yang
masuk ke dalam blastodisk. Hal ini diduga men-
jadi penyebab kematian embrio. Hal yang sama
telah dilaporkan oleh At-Thar (2007) pada mikro-
injeksi embrio ikan lele. Tingginya angka kelang-
sungan hidup embrio yang tidak disuntik (92,9%),
menunjukkan bahwa telur yang digunakan untuk
keperluan mikroinjeksi adalah berkualitas baik.
Hasil PCR menggunakan DNA hasil ekstraksi
dari 20 embrio umur 14 jam menunjukkan, bahwa
semua kelompok perlakuan embrio yang dimikro-
injeksi membawa DNA (Gambar 1). Hal ini meng-
isyaratkan bahwa DNA berhasil diinjeksikan ke
dalam blastodisk.

Tabel 1. Jumlah dan prosentase embrio yang berkembang setelah diinjeksi DNA 25 pg/ml
untuk lama waktu 1, 2 and 3 detik penyuntikan.

Jumlah
Jumlah embrio embrio yang Prosentase embrio
Perlakuan  Ulangan yang tidak and berkemban
berkembang berkembang yang 9
1 detik 1 42 2 95,5
2 41 14 74,5
Rata-rata 85,0+14,8
2 detik 1 1 18 53
2 3 42 6,7
Rata-rata 6,1+1,0
3 detik 1 0 31 0,0
2 0 105 0,0
Rata-rata 0,0
Kontrol 508 39 92,9
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Gambar 1. Produk amplifikasi

dimikroinjeksi pada 14 jam setelah diinjeksi.

PCR dari

DNA vyang diekstraksi dari embrio yang
Lajur 1-2: 1 detik injeksi, lajur 3-4:

2 detik injkesi, lajur 5-6: 3 detik injeksi, lajur 7: produk PCR tanpa DNA template,
and lajur 8 adalah produk PCR dengan plasmid pktBP-ktGH sebagai template. M
adalah 2-log ladder DNA marker (BioLabs, Inc., New England).

Elektroporasi

Hasil uji coba menggunakan metode
elektroporasi memperlihatkan bahwa semua
sperma membawa pktBP-ktGH dan spermanya
motil (Tabel 2). Tidak ada perbedaan tingkat
motilitas antara sperma kontrol dan hasil elek-
troporasi, serta sperma dapat aktif selama 5—
10 menit. Oleh karena itu, sperma hasil elek-
troporasi diduga dapat membuahi sel telur
seperti halnya sperma kontrol. Persentase
motilitas sperma yang dielektroporasi dengan
menggunakan konsentrasi DNA 5 pg/ml lebih
rendah (90%), jika dibandingkan dengan
sperma pada dua perlakuan lainnya (100%).

Perbedaan volume air yang kecil di dalam
larutan DNA, kemungkinan menjadi penyebab
menurunnya tingkat persentase motilitas sper-
ma pada DNA (konsentrasi 5 pg/ml) yang ber-
beda dengan perlakuan lainnya. Tingkat droop
pada saat menggunakan kuvet 0,2 cm, terlihat
lebih tinggi (6—12%) jika dibandingkan dengan
kuvet 0,4 cm (0—6%). Namun demikian, perbe-
daan droop tidak mempengaruhi motilitas sper-
ma (Tabel 2). Droop adalah fungsi penurunan
voltase akhir dan awal (Vy—V,) dari voltase awal
(Vo) (Anonymous, 2006).

Tabel 2. Voltase aktual, droop dan persentase motilitas sperma pada metode elektroporasi yang
menggunakan berbagai konsentrasi DNA dan ukuran kuvet.
Konsen Ulangan Setting Cuvette  Actual Droop Motilitas Sperma
trasi Voltage gap (cm) voltage (%) (%)
DNA (volt) (volt)
(Hg/ml)
1 50 0,4 37 6 90
5 2 50 0,4 37 0 90
3 50 0,2 37 12 90
1 50 0,4 37 6 100
10 2 50 0,4 37 6 100
3 50 0,4 37 0 100
1 50 0,2 37 12 100
20 2 50 0,2 37 12 100
3 50 0,2 37 6 100
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Gambar 2. Produk amplifikasi PCR ektraksi DNA hasil selektroporasi sperma kerapu tikus. Lajur 1—

3: konsentrasi DNA 20 pg/ml, lanes 4-6: konsentrasi DNA 10 pg/ml,
M adalah 2—log ladder DNA marker (BioLabs, Inc., New

konsentrasi DNA 5 pg/ml.

lajur 7-9:

England). N adalah produk PCR tanpa DNA. P adalah produk PCR dengan plasmid

pktBP—ktGH.

Analisis PCR memperlihatkan bahwa
semua sperma hasil elektroporasi mengandung
pktBP-ktGH (Gambar 2). Hal ini menunjukkan
bahwa parameter dalam metode elektroporasi
tersebut dapat mengantarkan DNA asing
masuk ke dalam sperma. Hasil analisis semi-
kuantitatif PCR (Gambar 2) menunjukkan
bahwa semakin tinggi konsentrasi DNA pada
metode elektroporasi, maka semakin tebal pita
hasil PCR. Hal ini mengindikasikan 3
kemungkinan, yaitu (1) Jumlah DNA asing yang
masuk pada sperma meningkat, (2) jumlah
sperma yang membawa DNA asing, atau
jumlah DNA dalam sperma meningkat dan (3)
jumlah sperma yang membawa DNA asing
meningkat. Penelitian lebih lanjut diperlukan
untuk membuktikan kemungkinan mana yang
terjadi.

Volume semen (25 ul setara dengan
175 juta spermatozoa) yang digunakan pada
metoda elektroporasi ini pada setiap perlakuan
adalah sama, sehingga semakin tinggi konsen-
trasi DNA akan semakin banyak copy DNA
asing pada sperma. Dengan demikian akan
semakin banyaknya copy gen asing pada
sperma. Hal ini akan meningkatkan kemung-
kinan gen asing masuk ke genom sperma atau
telur setelah terjadi pembuahan. Selanjutnya,
bila peningkatan DNA yang digunakan dalam
hidup (Alimuddin et al., 2005; Alimuddin et al.,
2008). Jika diasumsikan bahwa jumlah serupa

elektroporasi dapat mening-katkan jumlah
sperma yang membawa DNA tersebut, serta
melalui pembuahan telur meng-gunakan
sperma tersebut, maka peluang diperoleh ikan
transgenik FO semakin besar.

Mikroinjeksi biasanya digunakan untuk
memproduksi ikan transgenik. Seperti ditunjuk-
kan pada Gambar 1, embrio yang telah diinjeksi
mampu membawa gen asing minimal selama
14 jam setelah penyuntikan (stadia embrio sem-
purna). Namun demikian, pada uji coba ini da-
ya tetas telur yang telah dimikroinjeksi sangat
rendah. Seperti ikan laut lainnya, telur kerapu
tikus bersifat mengambang dan ukurannya ke-
cil, serta blastodisknya terlihat transparan (tidak
jelas terlihat). Hal ini menjadi penghambat
dalam melakukan mikroinjeksi. Selain itu,
selama pembelahan sel awal hingga mencapai
4 sel embrio ikan kerapu membutuhkan waktu
sekitar 20—-30 menit setelah pemijahan, sehing-
ga jumlah embrio yang dapat disuntikan oleh
seorang operator mikroinjektor menjadi sangat
terbatas yaitu hanya 60-100 embrio. Tingkat
penetasan embrio yang tidak dimikroinjeksi
tinggi, namun sebaliknya tingkat kelangsungan
hidup larva lebih rendah atau rata-rata 5—-10%.
Berdasarkan hasil penelitian pada ikan zebra
transgenik, jumlah transgenik germline FO
adalah sekitar 2-4% dari ikan yang
germlin FO pada ikan zebra dapat dicapai pada
kerapu tikus, maka untuk memperoleh FO
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transgenik jumlah embrio yang disuntikan
setidaknya berjumlah 1.000 butir. Ini berarti
bahwa dengan metode mikroinjeksi harus
dilakukan 10 Kkali lipat, atau diperlukan lebih
banyak jumlah mikroinjektor dan operatornya.
Dengan demikian, penggunaan teknik mikro-
injeksi pada kerapu tikus membutuhkan fasilitas
dan tenaga kerja-ekstensif lebih banyak, serta
menyita waktu.

Keberhasilan teknik sperm-mediated
gene transfer (SMGT) untuk memproduksi ikan
laut transgenik telah dilakukan oleh Lu et al.
(2002) dan Sun et al. (2004). Pada penelitian
ini juga digunakan teknik SMGT dengan meng-
gunakan metode elektroporasi. Metode elektro-
porasi telah dilaporkan sebagai metode yang
sederhana dan metode produksi ikan transgenik
secara massal. Metode ini juga telah dilakukan
untuk memproduksi ikan transgenik seabream
(Lu et al.,, 2002). Sebagaimana ditunjukkan
pada Gambar 2, semua perlakuan sperma
membawa DNA asing. Berdasarkan tingkat
motilitas sperma dan hasil analisis PCR, kon-
sentrasi DNA 10 pl/ml merupakan konsentrasi
yang optimum dalam metode elektroporasi
pada ikan kerapu tikus. Konsentrasi DNA ini
lebih rendah dari pada untuk ikan seabream,
sebesar 25 pl/ml (Lu et al., 2002). Voltase (50V)
juga lebih rendah dibandingkan untuk ikan
seabream. Elektroporasi untuk ikan seabream
menggunakan parameter 600-2000 V. Diduga
setiap spesies mempunyai spesifikasi parame-
ter elektroporasi yang berbeda. Dalam proses
elektroporasi waktu yang diperlukan sangatlah
singkat dan diperlukan jumlah operator yang
sedikit. Dengan demikian, penggunaan teknik
elektroporasi pada ikan kerapu tikus tidak mem-
butuhkan keterampilan yang khusus dan tidak
membutuhkan tenaga kerja-ekstensif serta tidak
menyita waktu.

Sampai saat ini, pengkajian dan kegia-
tan pembuatan ikan kerapu tikus transgenik
tumbuh cepat dengan menggunakan metode
elektroporasi masih dilakukan di laboratorium
Bioteknologi BBAP Situbondo. Dalam rangka
mendukung kegiatan transgenesis pada ikan
kerapu tikus, setelah transfer gen hormon per-
tumbuhan dengan menggunakan metode elek-
troporasi ini berhasil, tahapan selanjutnya
adalah perlu dikembangkan metode pem-
buahan buatan ikan kerapu tikus dengan meng-
gunakan sperma yang telah membawa gen
hormon pertumbuhan (pktBP-ktGH) sebagai
media transfer gen (sperm mediated gene
transfer, SMGT) ke sel telur ikan kerapu tikus
untuk bisa menghasilkan benih yang dijadikan
induk kerapu tikus transgenik (FO). Selanjutnya
dari induk FO tersebut disilangkan dengan ikan
normal sehingga akan menghasilkan benih dan
dijadikan induk ikan kerapu tikus transgenik F1

heterosigot, dari induk F1 ini kemudian diseleksi
yang mempunyai karakter laju pertumbuhannya
tinggi kemudian disilangkan dengan induk
dalam satu kelompok dan akan menghasilkan
induk ikan kerapu tikus transgenik F2
homosigot.  Produksi benih dari induk F2
homosigot kemudian dijadikan induk F3 dan
kemudian menghasilkan benih sebar sebagai
benih ikan kerapu tikus transgenik yang
pertumbuhannya cepat sesuai yang diharapkan.

KESIMPULAN DAN SARAN
Kesimpulan

Berdasarkan hasil uji coba ini dapat
disimpulkan bahwa metode mikroinjeksi dan
elektroporasi dapat digunakan dalam transfer
gen ikan kerapu tikus, namun metode elektro-
porasi merupakan metode transfer gen yang
paling efektif dan efisien jika dibandingkan de-
ngan metode mikroinjeksi untuk ikan kerapu
tikus. Sedangkan konsentrasi DNA yang opti-
mum pada metode elektroporasi pada ikan
kerapu tikus adalah 10ug/pl.

Saran

Berdasarkan kesimpulan di atas dapat
disarankan bahwa, agar bisa mendapatkan
hasil yang terbaik dalam transfer gen hormon
pertumbuhan ikan kerapu tikus maka perlu
menerapkan metode elektroporasi dengan
konsentrasi DNA sebesar 10 pg/ml, sedangkan
parameter elektroporasinya adalah voltase 50
V, volume sperma 10 pul, lama kejut 30 ms,
jumlah kejutan 5, interval kejutan 0,1 ps, dan
ukuran kuvet 0,4 cm. Dalam rangka mendukung
aplikasi transgenesis pada ikan kerapu tikus
melalui elektroporasi sperma, perlu kiranya
dilakukan pengembangan teknik pembuahan
buatan agar metode ini selanjutnya dapat
dipergunakan secara maksimal.
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