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Elektroporasi adalah salah satu metode transfer gen yang menggunakan
serangkaian getaran elektrik pendek untuk mebuka pori-pori membran sel,
dengan demikian molekul DNA dapat masuk ke dalam sel. Sperma sebagai
media transfer gen memiliki kemampuan mengikat dan memasukkan DNA asing
serta memindahkannya ke dalam telur saat fertilisasi. Untuk mengetahui
keberhasilan transfer gen, dapat digunakan Green Fluorescent Protein (GFP)
sebagai gen marker.

Tujuan dilakukan penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh tegangan
listrik (Voltase), lama kejutan (Pulse Length) dan jumlah kejutan (Pulse Number)
terhadap pergerakan (motilitas) sperma, kemampuan hidup (viabilitas) sperma,
kemampuan sperma membuahi telur (fertilitas) serta gambaran ekspresi gen
GFP pada sperma, embrio dan larva ikan nilem (Osteochilus hasselti).Metode
yang digunakan pada penelitian ini adalah metode eksperimen menggunakan
Rancangan Acak Kelompok (RAK) yang menguji pengaruh dua faktor yaitu lama
kejutan (0,5 ms dan 1 ms) dan jumlah kejutan (2x, 4x, 6x kejutan) dengan dua
kali ulangan. Penelitian ini akan dilaksanakan di laboratorium Biologi dan
Reproduksi ikan (laboratorium Breeding) Fakultas Perikanan dan limu Kelautan
serta Laboratorium Sentral llmu Hayati (LSIH) universitas brawijaya Malang mulai
bulan September 2010 sampai April 2011.

Berdasarkan hasil penelitian diketahui bahwa perlakuan lama kejutan (Pulse
length) dan jumlah kejutan (Pulse number) memberikan hasil yang berbeda nyata
terhadap motilitas, mortalitas, fertilitas dan daya tetas tetapi tidak memberikan
pengaruh yang berbeda nyata terhadap intergrasi GFP ke inti sperma.

GFP terlihat terintegrasi pada semua sel sperma perlakuan, hasil persentase
integrasi GFP pada inti sperma dengan nilia tertinggi pada perlakuan 0,5 ms 6x
sebesar 53,25%. Transfer GFP dengan metode elektroporasi menghasilkan
pendaran intensitas sperma tertinggi pada perlakuan 0,5 ms 6x sebesar 1900
arbitary, pada embrio nilai tertinggi terjadi pada perlakuan 0,5 ms 4x sebesar
3950 arbitary serta larva nilai tertinggi sebesar 3300 arbitary pada kepala dan
perut, sedangkan pada bagian ekor sebesar 2300 dengan perlakuan 0,5 ms 6x.

Berdasarkan penelitian ini diketahui bahwa promoter B-actin medaka efektif
dalam mengekspresikan GFP sebagai gen target.

Kualitas air media penetasan telur berada dalam kondisi normal dengan nilai
dengan suhu 27-30 °C, pH 7,61 sedangkan DO sebesar 4,42 sampai 5,80 mg/l.
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|. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penyediaan bahan pangan merupakan masalah yang terus-menerus
diupayakan pemecahannya untuk Kkesejahteraan manusia, salah satunya
melalui pembangunan perikanan, yaitu melalui berbagai terobosan untuk
meningkatkan hasil perikanan. Salah satu jenis ikan konsumsi yang
berpeluang untuk dibudidayakan adalah ikan nilem (Osteochilus hasselti
C.V).(Agung et al., 2007). Sedangkan menurut Hardjamulia (1979), salah satu
hambatan yang umum dialami dalam budidaya ikan adalah tidak tersedianya
benih yang cukup dan berkesinambungan. Beberapa permasalahan perikanan
budidaya ikan tersebut dapat diatasi dengan penerapan bioteknologi melalui
rekayasa genetika.

Menurut Anonymous (2009a), saat ini, produk bioteknologi telah merasuki
kehidupan sehari-hari yang mungkin jauh melebihi dari yang kita bayangkan
sebelumnya. Bioteknologi didefinisikan sebagai manipulasi dan rekayasa
genetika terhadap sistem atau proses biologi berdasarkan prinsip-prinsip ilmiah
dengan bantuan agen biologi (Anhonymous,2009b). Sehingga, rekayasa genetika
merupakan tindakan untuk memanfaatkan gen atau DNA dari suatu organisme
untuk keperluan manusia dengan melalui transfer gen.

Kesuksesan transfer gen pertama kali tentang perikanan pada tahun 1985 di
cina (Zhu et al., 1985). Dan (Palmiter dan Brinster, 1985), mendefinisi teknologi
transgenik pada ikan atau hewan ternak pada umumnya adalah memasukkan
DNA rekombinan yang telah dikendalikan ke dalam genom, sehingga DNA yang
dimasukkan ini dapat mengembangkan salah satu aspek dari produktivitas, juga

DNA dan efeknya dapat diturunkan kepada anaknya. (Gordon et al.,1980),



transgenik mungkin diartikan sebagai penyisipan DNA ke dalam gen, hal itu
untuk menjaga kestabilan keturunan.

Pada umumnya ada 9 cara untuk transfer gen. 1.Metode media lemak,2
Media kalsium fosofat, 3. Media DEAE Dextran, 4. Elektroporasi, 5. Biolistik,
6.Viral vektor, 7. Polibrin, 8. Transfeksi laser, 9. Transfer gen dengan
menggunakan suhu yang ditingkatkan (Sambrook, 2001). Sedangkan menurut
Sarmafilk (2002), berbagai macam teknik transfer gen seperti pengedapan
kalsium, mikroinjeksi, lipofeksi, infeksi virus, elektroforasi, embrionik sel batang,
transfer gen mediasi sperma, dan tembakan bom partikel.

Pada hewan perairan, mikroinjeksi adalah metode paling umum (Chourrout
et al., 1986; Ozato et al., 1986; Fletcher et al., 1988). Namun menurut Beaumont
(2003), penggunaan metode mikroinjeksi kurang efisien karena dapat
menyebabkan kerusakan yang mempengaruhi kelangsungan hidup embrio dan
dapat menghasilkan tingkat kematian yang tinggi. Sehingga alternatif yang
digunakan untuk memperkecil masalah dalam teknik transfer gen adalah metode
elektroporasi. Menurut Rustidja (2002), elektroporasi adalah metode yang
menggunakan serangkaian getaran elektrik pendek untuk melarutkan membran
sel, dengan demikian molekul DNA dapat masuk ke dalam sel. Gagne et al.,
(1991) menambahkan, karena dengan elektroporasi pembuahan telur dapat
menghasilkan jumlah 10 hingga 100 kali lebih besar daripada mikroinjeksi.
Metode elektroporasi mudah digunakan dan mempunyai tingkat efisiensi yang
tinggi dalam transfer gen (Nishiguchi et al. 1986).

Brackett di Amerika Serikat pada sisi lain telah menemukan metode sperma
sebagai media tranfser gen sebagai suatu metode baru untuk produksi hewan
transgenik. Karena spermatozoa merupakan sarana seluler yang spesifik
dirancang untuk mentransfer DNA asing ke dalam oosit (Handarini, 2004).

Menurut Tsai (2000), beberapa manfaat dalam penerapan sperma sebagai



media teknik transfer gen pada ikan, salah satunya adalah sperma sebagai
pelapor vektor dalam memasukkan DNA asing untuk menghasilkan ikan
transgenik. Salah satu yang biasanya digunakan untuk reporter gen adalah
Green Flourescent Protein (GFP) (Heim et al., 1994). Dan kemungkinan besar
digunakan sebagai reporter gen pada sel hidup. Jadi, dibandingkan dengan
reporter gen yang lain, GFP ini stabil, tidak membutuhkan substrat atau uji
protein untuk menghasilkan pendaran hijau (Heim et al.,1994). GFP diperoleh
dari Ubur-ubur (Chalfie et al., 1994). GFP merupakan protein yang mengandung
asam amino 238 (26,9 KDa) dari spesies ubur-ubur Aequorea victoria. Protein
GFP menyerap cahaya biru pada puncak panjang gelombang maksimum 395 nm
dan minimum 470 nm. Pada umumnya promoter yang dipakai untuk GFP fusion
adalah 35S sehingga konstruk akhir menjadi p35S:gen/cDNA:GFP. Ekspresi
yang muncul tersebut sering disebut dengan transient expression (ekspresi
sementara) dari suatu gen (Anonymous, 2009c).

Salah satu hal yang penting dalam kegiatan transgenesis GFP pada sperma
ikan nilem adalah pemilihan promoter yang berperan mengatur waktu dan lokasi
dimana gen asing yang dimasukkan dapat aktif dan berekspresi. Promoter ada
yang bekerja pada jaringan spesifik dan ada pula yang bekerja pada semua
jaringan (Hacket, 1993). Promoter merupakan salah satu faktor penentu dalam
teknologi transgenesis (Fariduddin, 2009). Menurut (Alimuddin, 2009), promoter
sebagai regulator ekspresi gen merupakan salah satu faktor yang mempengaruhi
keberhasilan transgenesis. Promoter yang digunakan pada penelitian ini adalah
B-actin medaka, karena memiliki aktivitas tinggi pada jaringan otot.

1.2 Perumusan Masalah
e Bagaimana pengaruh kuat medan listrik 40 (V/cm), lama kejutan (pulse

lenght)0,5 ms dan 1 ms, serta jumlah kejutan (pulse number) 2x,4x,6X



terhadap integrasi gen pmp-Actin — hrGFP pada sperma ikan nilem
(Osteochilus hasselti)?
e Apakah GFP dengan promoter Beta actin medaka bisa terkespresi pada

sperma,embrio dan larva ikan nilem (Osteochillus hasselti)?

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan dilakukan penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh kuat
medan listrik 40 V/cm, lama kejutan (Pulse Length) dan jumlah kejutan (Pulse
Number) terhadap pergerakan (motilitas) sperma, kemampuan hidup (viabilitas)
sperma, kemampuan sperma membuabhi telur (fertilitas) serta gambaran ekspresi

gen GFP pada sperma, embrio dan larva ikan nilem (Osteochilus hasselti).

1.4 Hipotesis

Ho : Diduga pemberian kuat medan listrik 40 V/cm dengan lama kejutan
(Pulse Length) dan jumlah kejutan (Pulse Number) yang berbeda tidak
akan mempengaruhi efektifitas ekspresi gen pmp-Actin — hrGFP pada
sperma ikan nilem (Osteochilus hasselti)

H1 : Diduga pemberian kuat medan listrik 40 V/cm dengan lama kejutan
(Pulse Length) dan jumlah kejutan (Pulse Number) yang berbeda akan
mempengaruhi efektifitas ekspresi gen pmB-Actin — hrGFP pada sperma

ikan nilem (Osteochilus hasselti)

1.5 Kegunaan penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan akan dapat memberikan pengetahuan dan
informasi mengenai penggunaan GFP yang efektif sebagai reporter gen serta
penggunaan kuat medan listrik, lama kejutan dan jumlah kejutan yang tepat

dalam metode transfer gen berdasarkan metode elektroporasi.



1.6 Tempat dan Waktu

Penelitian ini dilaksanakan di laboratorium Biologi dan Reproduksi ikan
(laboratorium Breeding) Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan serta
Laboratorium Sentral llmu Hayati (LSIH) universitas brawijaya Malang mulai

bulan September 2010 sampai April 2011.



2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Ikan nilem (Osteochilus hasselti)
2.1.1 Klasifikasi Ikan Nilem
Menurut Susanto (2005), bentuk tubuh ikan nilem (Osteochilus hasselti) hampir

serupa dengan ikan mas. Bedanya, kepala ikan nilem relatif lebih kecil. Pada
sudut-sudut mulutnya, terdapat dua pasang sungut peraba. Warna tubuhnya
hijau abu-abu. Sama halnya dengan pendapat Djuhanda (1985), bahwa ikan
nilem adalah salah satu spesies ikan yang masuk dalam famili Cyprinidae,
sehingga bentuk tubuh ikan nilem hampir serupa dengan ikan mas, hanya
kepalanya relative lebih kecil. Pada sudut-sudut mulutnya terdapat dua pasang
sungut-sungut peraba.

Ikan nilem (Osteochilus hasselti) menurut Saanin (1968), diklasifikasikan dalam:
Kingdom : Animalia
Phylum : Chordata

Subphylum : Craniata

. : Pisces Gambar 2.1 lkan Nilem (Makmur, 2009)
Subclass : Actinopterygi

Ordo : Ostariophysi

Subordo : Cyprinoidae

Famili : Cyprinidae

Genus : Osteochilus

Species : Osteochilus hasselti

2.1.2 Morfologi dan Biologi Ikan Nilem



Nilem (Osteochilus hasselti) banyak dipelihara terutama oleh peternak di
Sumatera (khususnya Sumatera Barat) dan di daerah Priangan jawa Barat). Di
habitat aslinya, ikan ini banyak ditemukan hidup liar di perairan umum terutama
di sungai-sungai yang berarus sedang dan berair jernih (Anonymous, 2009). ikan
Nilem memiliki popularitas sedikit dibawah ikan mas. Di berbagai daerah lain,
ikan ini dikenal sebagai ikan lehat, regis, monto, palong, palouw, pawas, assang,
atau penopa (Susanto, 2005). Sedangkan menurut (Achjar, 1986), nilem di
berbagai daerah di Indonesia memiliki nama-nama yang berbeda seperti :
mellem, molem, monto, muntu, wader, lehat, mramas, mangut, nelem, palau,
palong, dan pawas lkan ini terdapat di Jawa, Sumatera dan Kalimantan,
Malaysia, dan Thailand.

Ikan nilem memiliki dua pasang sungut peraba yang terdapat pada mulutnya,
bentuk mulut relatif lebar dengan mulut yang berkerut-kerut sebagai tanda
pemakan jasad-jasad penempel. Warna dari ikan nilem coklat atau hijau
kemerahan dan merah (Murtidjo, 1980). Tubuh ikan nilem mirip dengan ikan
mas, namun kepalanya kecil, badan agak panjang dan pipih dengan sirip
punggung yang relatif panjang. Badan ekor dikelilingi oleh 16-17 sisik, moncong
tidak berlubang, letak mata agak ke atas, dan tinggi punggung hampir sama
dengan tinggi batang ekor (Djajadiredja, 1990).

Menurut Effendie (1979), berat rata-rata dan panjang total untuk ikan nilem
diantaranya; Berat rata-rata induk betina 200,7 gram, panjang total rata-rata
induk betina 28,7 cm, dan Berat rata-rata induk jantan 187,3 gram, panjang total

rata-rata induk jantan 28,2 cm.

2.1.3 Ciri-ciri Ikan Nilem jantan yang Matang Gonad



Menurut Sumantadinata (1981), ciri ikan jantan yang sudah matang kelamin yaitu
mudah mengeluarkan sperma (milt) jika perutnya diurut (stripping), naluri
gerakkannya lincah, postur tubuh dan perut ramping, warna tubuh kehijauan dan
kadang gelap, lubang urogenital agak menonjol serta sirip dada kasar dan
perutnya keras. Sedangkan menurut Susanto (2005), perutnya mengembang dan
terasa empuk ketika diraba. Berumur 8 bulan Berat badan sekitar 100 g. Bila
dipijat perut ke arah alat genital, induk jantan akan mengeluarkan cairan seperti

Susu.

2.1.4 Ciri-ciri Ikan Nilem Betina Yang Matang Gonad

Menurut Sumantadinata (1981), ikan betina matang kelamin dicirikan dengan
perut yang relatif membesar dan lunak bila diraba, dari lubang genital keluar
cairan jernih kekuningan, naluri gerakan lambat, postur tubuh gemuk, warna
tubuh kelabu kekuningan, dan lubang genital berbentuk bulat telur agak melebar
dan membengkak. Sedangkan ciri ikan jantan yang sudah matang kelamin yaitu
mudah mengeluarkan sperma (milt) jika perutnya diurut (stripping), naluri
gerakkannya lincah, postur tubuh dan perut ramping, warna tubuh kehijauan dan
kadang gelap, lubang urogenital agak menonjol serta sirip dada kasar dan
perutnya keras. Umurnya mencapai 1-1,5 tahun.Berat badan sekitar 100 g. Bila
diurut pelan-pelan ke arah lubang alat genital, induk betina akan mengeluarkan
cairan berwarna kekuning-kuningan (Susanto, 2006).

Ovulasi adalah proses keluarnya sel telur (oosit) yang telah matang dari folikel
dan masuk kedalam rongga ovarium atau rongga perut (Gusrina, 2008).
Pelepasan telur terjadi akibat; telur membesar, adanya kontraksi aktif dari folikel
(bertindak sebagai otot halus) yang menelan sel telur keluar, daerah tertentu
pada folikel melemah, membentuk benjolan hingga pecah dan terbentuk lubang

pelepasan hingga telur keluar (enzim yang berperan dalam pemecahan dinding



folikel: protease iplasmin kemudian diikuti oleh hormon prostaglandin F2a (PFG2

a) atau chotechomlamin yang merangsang kontraksi aktif dari folikel)

2.2 Morfologi Sperma lkan

Sperma didefinisikan oleh Harvey dan Hoar (1979), sebagai larutan

spermatozoa yang berada dalam larutan seminal dan dihasilkan oleh hidrasi
testes, atau salah satu bagian dari alat reproduksi ikan.
Bentuk sperma ada yang normal ada pula yang tidak normal. Dibawah ini adalah
bentuk sperma yang abnormal menurut Wongso (2007) ; Makro : 25 % > kepala
normal,Mikro : 25 % <, Taper kurus, lebar kepala ¥ yang normal, tidak jelas
batas akrosom, memberi gambaran cerutu, Piri : memberi gambaran "tetesan air
mata”, Amorf ; Bentuk kepala yg ganijil, permukaan tidak rata, tidak jelas batas
akrosom, Round : Bentuk kepala seperti lingkaran, tidak menunjukkan akrosom,
Piri ; tidak jelas adanya kepala yg nyata, tampak midpiece dan ekor saja,
Cytoplasmic droplet ; menempel pada kepala atau midpiece, lebih cerah, Ekor
abnormal : pendek / spiral / permukaan tidak halus / ganda.

Sperma meliputi dua bagian, yaitu zat cair dan sel. Cairan merupakan
tempat hidup sperma. Sel-sel yang hidup dan bergerak disebut spermatozoa,
dan zat cair dimana sel-sel tersebut berenang seminal (Partodihardjo, 1987).
Ditambahkan oleh Toelihere (1981), spermatozoa terdiri dari dua bagian, yaitu
kepala dan ekor. Tetapi ada pula spermatozoa yang memiliki tiga bagian, yaitu
kepala, ekor dan tengah, walaupun ukuran dan bentuk spermatozoa berbeda
pada berbagai jenis hewan namun struktur morfologinya sama, yaitu terdiri dari
kepala, bagian tengah dan ekor. Sedangkan menurut Ravensong (2001), sebuah
sel sperma memiliki tiga bagian, yaitu : kepala, badan dan ekor. Badannya hanya
mengandung sejumlah protein yang mengikat kepala dan ekor bersama-sama.

Kepalanya seperti sel tubuh pada umumnya, kecuali ia tidak mengandung



organella, hanya DNA. Memiliki membran sel yang terbentuk atas fosfolipid
dengan sejumlah protein yang menyusun strukturnya. Bagian paling penting
adalah akrosom yang memiliki sebuah filamen dari protein aktin. Bagian ini akan
mengikat pada reseptor di permukaan telur.

Ekor sperma terdiri atas tiga bagian yaitu middle piece, principal piece dan end
piece. Ekor ini berfungsi untuk pergerakan menuju sel telur. Ekor yang motil itu
pada pusatnya sama seperti flagellum memiliki struktur axoneme yang terdiri
atas mikrotubul pusat dikelilingi oleh Sembilan doblet mikrotubul yang berjarak
sama satu dengan yang lainnya. Daya yang dihasilkan mesin ini memutar ekor
bagaikan baling-baling dan memungkinkan sperma meluncur dengan cepat.
Keberadan mesin pendorong ini tentunya membutuhkan bahan bakar yang
paling produktif yaitu gula fruktosa yang telah tersedia dalam bentuk cairan yang
melingkupi sperma (Anonymous, 2006). Ekor spermatozoa merupakan bagian
yang berfungsi sebagai alat gerak, karena dilengkapi suatu tempat yang dapat
memberi tenaga bagi spermatozoa dan fibril-fibril halus yang merupakan bagian
motoris (Ginzburg, 1972 ; Soparna, 1980).

Pada penelitian Silviera et al. (2006) , bahwa pada ikan Brycon cephalus memiliki
konsentrasi sperma 9.617 + 1.630 x 10° sprematozoa/mm?® . Sedangkan ukuran
morfologi sprematozoa yaitu panjang total sprematozoa = 31,288 + 4,47 um,
lingkar kepala (panjang = 1,727 = 0,18 um, lebar = 1,752 + 0,17 pm), bagian
tengah (badan) = 2,561 + 0,44 um, dan panjang ekor = 29,521 + 4,37 pm.
Morfologi sperma bisa dilihat pada gambar 2.2 di halaman berikut.

Komponen terluar dari sperma adalah membran plasma yang menutupi bagian-
bagian sperma yang berbeda struktur dan fungsinya. Membran plasma pada
sperma terdiri dari lapisan lemak dan protein (Amann et al., 1992). Bagian
kepala sperma dapat dibagi menjadi anterior akrosom dan post posterior

akrosom. Bagian akrosom sperma terdapat nukleus, yang bagian luar dan



dalamnya dikelilingi membran plasma (Oko et al., 1998). Moftologi spermatozoa

bisa diamati pada gambar dibawah.
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Gambar 2.2 Anatomi spermatozoa

2.2.1 Proses Pembentukan Spermatozoa

Sperma adalah sel yang diproduksi oleh organ kelamin jantan dan bertugas
membawa informasi genetik jantan ke sel telur dalam tubuh betina. Spermatozoa
berbeda dari telur yang merupakan sel terbesar dalam tubuh organisme adalah
gamet jantan yang sangat kecil ukurannya dan mungkin terkecil. Spermatozoa
secara struktur telah teradaptasi untuk melaksanakan dua fungsi utamanya yaitu
menghantarkan satu set gen haploidnya ke telur dan mengaktifkan program
perkembangan dalam sel telur (Sistina, 2000).

Menurut Sumantadinata (1983), testes ikan berbentuk memanjang dalam rongga
badan dibawah gelembung renang diatas usus. Jaringan pengikat yang disebut
mesentrium menempelkan testes ini pada bagian rongga badan bagian depan
gelembung renang. Perkembangan gamet jantan dari spermatogonium menjadi
spermatozoa melalui dua tahap, yakni spermatogenesis dan spermiogenesis.
Spermatogenesis adalah tahap perkembangan spermatogopnium menjadi

spermatid, sedangkan spermiogenesis adalah metamorfosa spermatid menjadi



spermatozoa. Awal spermatogenesis ditandai dengan berkembangbiaknya
spermatogonia beberapa kali melalui pembelahan mitosis, untuk memasuki
tahap spermatosit primer. Selanjutnya terjadi pembelahan meiosis dimulai
dengan kromosom berpasangan yang diikuti dengan duplikasi membentuk
tetraploid (4n). Satu spermatosit primer tetraploid membentuk dua spermatosit
sekunder yang diploid (2n). Satu spermatosit sekunder diploid membelah diri
menjadi dua spermatid haploid (n) (Fujaya, 2004). Proses pembentukan sperma

dapat dilihat pada gambar dibawah.
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Gambar 2.3 Proses Pembentukan Spermatozoa
Secara struktur spermatozoa dicirikan sebagai sel yang “terperas”, sangat sedikit
sekali kandungan sitoplasmanya. Spermatozoa memiliki organel-organel yang
sangat sedikit dibandingkan sel lainnya. Spermatozoa tidak memiliki ribosom,
retikulum endoplasmik dan golgi. Sebaliknya spermatozoa memiliki banyak sekali
mitokondria yang letaknya sangat strategis untuk pengefisiensian energi yang
diperlukan. Secara struktur ada dua bagian yaitu kepala dan ekor (Soeminto,

1993).



Kepala spermatozoa bentuknya bervariasi. Isinya adalah inti (di dalamnya
terkandung material genetik) haploid yang berupa kantong berisi sekresi-sekresi
enzim hidrolitik. Spermatozoa yang kontak dengan telur, isi akrosomnya
dikeluarkan secara eksositosis yang disebut dengan reaksi akrosom (Sistina,
2000).

Ekor sperma terdiri atas tiga bagian yaitu middle piece, principal piece dan end
piece. Ekor ini berfungsi untuk pergerakan menuju sel telur. Ekor yang motil itu
pada pusatnya sama seperti flagellum memiliki struktur axoneme yang terdiri
atas mikrotubul pusat dikelilingi oleh Sembilan doblet mikrotubul yang berjarak
sama satu dengan yang lainnya. Daya yang dihasilkan mesin ini memutar ekor
bagaikan baling-baling dan memungkinkan sperma meluncur dengan cepat.
Keberadan mesin pendorong ini tentunya membutuhkan bahan bakar yang
paling produktif yaitu gula fruktosa yang telah tersedia dalam bentuk cairan yang

melingkupi sperma (Anonymous, 2006).

2.2.2 Kandungan Biokimiawi Sperma

Menurut Toelihere (1985), plasma semen memiliki pH sekitar 7,0 dan
tekanan osmotik sama dengan darah (yaitu ekuivalen dengan 0,9% natrium
chlorida). Secara biokimiawi, sperma mengandung persenyawaan-persenyawaan
organik spesifik seperti fruktosa, asam sitrat, sorbitol, inositol, glycerylphosphoryl-
choline (GPC), ergothioneine dan prostaglandin. Persenyawaan-persenyawaan
ini dihasilkan oleh berbagai kelenjar pelengkap atas pengaruh testosteron dari
testes. Plasma semen mengandung bahan-bahan penyangga dan makanan
sebagai sumber energi bagi spermatozoa baik yang dipergunakan secara
langsung (misalnya fruktosa dan sorbitol) maupun yang tidak langsung misalnya

GPC.



Menurut Billard (1978), komposisi organik milt (seminal plasma) dari ikan lele
dan ikan mas mempunyai energi substrat seperti glukosa dan fruktosa, laktase,
piruvat, malat dan bahan yang lainnya dalam jumlah yang kecil pada
spermatozoa. Berdasarkan tipe spermatozoa tersebut menyebabkan adanya
beberapa perbedaan susunan kimia yang terkandung didalamnya. Soehartojo
(1995) menambahkan, bahwa bahan utama yang dipakai spermatozoa sebagai
sumber energi dari luar testis adalah fruktosa yang diubah menjadi asam laktat
dan energi dengan enzim fruktolisin.

Pemberian larutan fruktosa sebagai pengencer untuk spermatozoa ikan
dimaksudkan untuk memberikan energi dan nutrisi untuk spermatozoa ikan agar
dengan energi yang berupa ATP tersebut dapat meningkatkan atau
memperpanjang waktu motilitas dan viabilitas spermatozoa. Sesuai pendapat
Teolihere (1981), fruktosa merupakan turunan karbohidrat yang dapat dijadikan
sumber energi untuk mendukung pergerakan (motilitas) dan ketahanan
spermatozoa. Sedangkan Hidayaturohman (2007) mengatakan dibawah kondisi
Aerob, metabolisme fruktosa adalah

Fruktosa <0 + H,0 + 38 ATP

Ketika ada oksigen, metabolisme fruktosa adalah 9 kali lebih efisien dalam
menghasilkan energi. Total energi dari 38 ATP adalah 266.000 kalori. Ketika
terdapat O, yang cukup, molekul fruktosa dimetabolisir secara sempurna menjadi

CO, dan air.

2.2.3 Motilitas sperma

Spermatozoa bersifat immotil dalam cairan plasmanya, dan akan bergerak
apabila bercampur dengan air. Gerakan progesif secara berkesinambungan
hanya terjadi satu menit setelah bersentuhan dengan air dan hanya 50% yang

masih dapat berenang setelah 3 menit. Sebagian besar spermatozoa ikan air



tawar dapat motil tidak lebih dari 2-3 menit setelah bersentuhan dengan air
(Fujaya, 2004).

Menurut Soeparna (1980), pergerakan spermatozoa memerlukan energi
seperti halnya pada sel-sel hidup lainnya. Menurut Soehartojo (1995) bahan
utama yang dipakai spermatozoa sebagai sumber energi dari luar testis adalah
fruktosa yang diubah menjadi asam laktat dan energi dengan enzim fruktolisin.
Faktor kedua diduga terjadinya peningkatan waktu motilitas dan viabilitas
spermatozoa tersebut, adalah bahwa fruktosa dapat meningkatkan aktifitas
protein yang terdapat pada ekor spermatozoa. Beberapa ahli mengatakan bahwa
bagian tengah ekor spermatozoa disusun oleh mikrotubulus yang mengandung
substansi fiber yang disusun oleh protein dinein. Menurut Zaneveld (1978),
protein dinein ini penting karena mempunyai aktivitas ATP-ase. Menurut
Toliehere (1985), ATP-ase akan lancar dan menyebabkan peningkatan motilitas
dan viabilitas spermatozoa. Energi untuk motilitas sperma berasal dari
perombakan Adenosin Triphosphat (ATP) di dalam selubung mitokondria melalui
penguraian reaksi-reaksi pengurainya menjadi Adenosin Diphosphat (ADP) dan
Adenosin Monophosphat (AMP)

Sedangkan menurut Wira (2007), lamanya bergerak sperma dipengaruhi
oleh beberapa faktor yaitu umur, suhu, tingkat kematangan dan faktor alam
lainnya seperti kandungan ion, pH serta osmolitas. Motilitas sperma sangat
bergantung tehadap lingkungan dan proses preservasi, pembekuan yang cepat
dapat melindungi sperma dari kerusakan akibat efek larutan, tetapi dapat
mengakibatkan cold shock dan pembentukan kristal es yang akan merusak
sperma. Pergerakan spermatozoa dapat dipakai sebagai indikator kualitas
spermatozoa, walaupun belum dapat menjamin terjadinya pembuahan yang

berhasil (Harvey dan Hoar, 1979).



2.2.4 Viabilitas Sperma

Menurut Rachman (2003), jangka panjang waktu hidup spermatozoa bergantung
pada spesies dan substrat tempat mereka diletakkan. Jika sperma diletakkan
pada air maka jangka waktunya lebih pendek daripada terletak pada tubuh
hewan betina. Kemungkinan hidup sel sperma dipengaruhi juga oleh suhu,
secara umum hidup lebih lama pada suhu yang rendah daripada suhu yang
tinggi.

Kelangsungan hidup sperma ikan dapat dipertahankan pada suhu 0-4°C dengan
menyediakan udara atau oksigen yang cukup pada sampel semen. Pada
penyimpanan sperma ikan kerapu (E. Malabaricus) dengan pembekuan
menggunakan 10% DMSO diperoleh motilitas sperma tetap memberikan hasil
yang baik setelah penyimpanan selama 10 hari (Chao et al., 1992).

Kemampuan hidup (viabilitas) spermatozoa sangat dipengaruhi oleh suhu
dan secara umum akan lebih tinggi viabilitasnya dalam suhu rendah. Penurunan
suhu dari suhu kamar ke suhu dingin dan suhu beku perlu dilakukan secara
bertahap untuk menghindari coldshock (Rustidja, 2000).

Pada pengamatan sperma yang hidup dan yang mati digunakan pewarnaan
eosin negrosin. Menurut Toelihere (1985), apabila sperma mati, permeabilitasnya
meninggi, terutama disekitar pangkal kepala. Hal ini terjadi karena membran
plasma masih berfungsi baik. Pernyataan ini didukung pula oleh Arifiantini et al.
(2005), bahwa prinsip dasar dari pewarnaan ini adalah karena adanya perbedaan
aktifitas zat warna antara spermatozoa yang mati dan hidup. Sperma yang telah
mati permiabilitas membran menjadi tinggi akibatnya akan mudah terjadi
penyerapan warna, akibat membran plasma yang sudah kehilangan fungsinya.
2.2.5 Larutan Buffer sperma

Menurut Toelihere (1985), dalam metabolisme sperma, reaksi-reaksi yang

menghasilkan energi di dalam semen hanya berlangsung pada spermatozoa.



Energi untuk motilitas sperma berasal dari perombakan Adenosin Triphosphat
(ATP) di dalam selubung kitokondria melalui penguraian reaksi-reaksi
pengurainya menjadi Adenosin Diphosphat (ADP) dan Adenosin Monophosphat
(AMP) :
ATP  Phospatase — > ADP + HPOZ + Energi
ADP Phospatase — AMP+ HPO3* + Energi

Sekurang-kurangnya ditemukan empat bahan organik di dalam semen yang
dapat dipakai secara langsung atau tidak langsung oleh sperma sebagai sumber
energi untuk kelansungan hidup dan motilitasnya. Bahan-bahan tersebut adalah
fruktosa, sorbitol, GPC dan plamalogen. Asam laktat menumpuk di dalam semen
sebagai hasil metabolisme sperma. Derajat pengikatan dan pemakaian fruktosa
oleh spermatozoa optimal pada pada suatu medium dengan pH 6 sampai 8,
isotonik dengan semen. Pada umumnya, sperma sangat aktif dan tahan hidup
lama pada pH sekitar 7. Motilitas parsial dapat dipertahankan pada pH antara 5
dan 10. Walaupun sperma segera dimmobilisasi oleh kondisi-kondisi asam, pada
beberapa spesies maotilitas dipulihkan kembali apabila pH dikembalikan ke netral
dalam waktu satu jam. Pada sperma domba dan sapi menghasilkan asam laktat
dalam jumlah yang tinggi dan metabolisme fruktosa plasma seminalis, sehingga
penting untuk memberikan unsur penyangga seperti garam-garam phospat, sitrat
dan bikarbonat didalam medium (Tolihere, 1985).

Larutan penyangga atau larutan buffer merupakan suatu larutan yang dapat
mempertahankan nilai pH tertentu. Adapun sifat yang paling menonjol dari
larutan penyangga ini seperti pH larutan penyangga hanya berubah sedikit pada
penambahan sedikit asam kuat. Disamping itu, larutan penyangga merupakan
larutan yang dibentuk oleh reaksi suatu asam lemah dengan basa konjugatnya

ataupun oleh basa lemah dengan asam konjugatnya. Reaksi ini disebut sebagai



reaksi asam-asam konjugat. Disamping itu mempunyai sifat berbeda dengan

komponen-komponen pembentuknya (Kamila, 2009).

2.3 Sperma Media Transfer Gen

Sperma sebagai media transfer gen yang dapat dikembangkan sebagai salah
satu teknik transfer gen yang menguntungkan karena prosedurnya alamiah.
Spermatozoa dapat mengikat DNA dan membawa sampai ke telur. Pada
penanganan lain sperma ikan dapat disimpan, yang mana teknik ini menjadi
harapan baru dalam teknik transfer gen (Samarfilk, 2002).

Penggunaan sperma sebelum fertilisasi mempunyai keuntungan lain
dibandingkan  metode transgenik lainnya (Kurita et al., 2009). Sedangkan
menurut sin et al. (2008), sperma sebagai media transfer gen sangat potensial
dikembangkan dalam transgenik ikan karena prosedurnya yang relatif alami dan
efisien. Karena sperma menurut Gandolfi et al. (1989), merupakan sarana seluler
yang spesifik dirancang untuk mentransfer DNA asing kedalam oosit. Metode
sperma sebagai media tranfser gen ditemukan oleh Brackett. Selain itu, sperma
juga dapat mengambil DNA asing dari medium luar (Andreeva et al., 2003).

Sel sperma telah digunakan sebagai vektor transfer gen ke dalam telur ikan
zebra (Khoo et al.,1992). Selain itu, sperma sebagai media transfer gen yang
dapat dikembangkan sebagai salah satu teknik transfer gen yang
menguntungkan karena prosedurnya alamiah, spermatozoa dapat mengikat DNA
dan terbawa sampai ke telur (Samarfilk, 2002). Sperma yang dielektroporasi
menunjukkan peningkatan keberhasilan transfer gen pada common carp, African
catfish, dan tilapia (Muller et al.,, 1992). Menurut koo et al. (1993), dari
pengamatan mikroskop elektron, menunjukkan bahwa DNA asing dapat masuk

dalam inti sperma, yaitu dimana DNA masuk ke dalam kepala sperma.



Penggunaan sel sperma sebagai vektor transfer gen memiliki fokus yang luas
dalam metode untuk memaksimalkan efisiensi transfer DNA, terutama menjaga
viabilitas sperma setelah transfer. Walaupun pengikatan DNA dapat terjadi
dengan menginkubasi sperma dan DNA secara bersamaan, namun efisiensi
pengikatan sperma dan DNA dapat ditingkatkan dengan menggunakan

elektroporasi (Squires,1998).

2.4 Metode Elektroporasi

Metode elektroporasi telah menjadi metode yang populer dalam mentransfer gen
asing ke dalam embrio atau sperma dari organisme akuatik beberapa tahun yang
lalu. Elektroporasi merupakan sebuah metode untuk memasukkan DNA asing
kedalam sel bakteri, khamir, tanaman dan binatang (Shigekawa and Dower,
1988) . Elektroporasi menggunakan serangkaian kejutan elektrik pendek untuk
mendorong terbentuknya pori-pori sementara pada fosfolipid bilayer dari
membran sel. Dengan cara demikian memungkinkan masuknya molekul DNA ke
dalam sel. Setelah kejutan listrik, pori-pori dari sel membran menjadi tertutup
kembali (Nakamura, 2009). Sel dapat membuka sementara oleh perbedaan
potensial membran yang disebabkan oleh pengaplikasian tegangan listrik (Golzio
et al., 1998).

Menurut Samarfilk (2002), elektroporasi mempunyai kelebihan untuk transfer gen
pada ikan karena lebih mudah dan lebih menghemat waktu. Gagne et al. (1991),
mengatakan dengan menggunakan elektroporasi menunjukkan DNA asing dapat
stabil didalam sperma dan lebih menguntungkan karena dapat mengurangi
trauma akibat mikroinjeksi. Selain itu menurut Kang et al, (1999), sperma sebagai
media transfer gen menurutnya mempunyai keunggulan lebih sederhana,

ekonomis, dan sebagai metode yang dapat dilakukan dalam jumlah yang banyak.



Menurut Purves et al. (2001), elektroporasi merupakan metode mekanik yang
digunakan untuk memasukkan molekul ke dalam sel inang melalui membran sel.
Dalam prosedur ini, suatu kejutan listrik yang besar digunakan untuk membuka
sementara lapisan fosfolopid, yang menyebabkan molekul asing seperti DNA
menjadi bagian dalam sel.
Prinsip fisika yang penting dalam elektroporasi antara lain:
1. Penggunaan kejutan listrik dengan besaran optimal dan lamanya kejutan
dapat menginduksi sementara keadaan permeabilitas pada sel yang
diberi kejutan listrik (Neumann et al., 1982).
2. Pada penggunaan kejutan listrik dapat mengubah partikel di dalam media
yang mengandung ion oleh elektroporasi (Moyer, 1936).
3. Arus listrik dibutuhkan untuk mempertahankan kejutan listrik pada media
yang mengandung listrik (hukum ohm) (Hayt,1974).
4. Panas yang dihasilkan dari arus listrik pada media yang mengandung ion
sebanding dengan arus (Hukum joule)
Aplikasi penggunaan kejutan listrik pada sel dan jaringan diketahui dapat
menyebabkan beberapa tipe penyusunan ulang dari membran sel tersebut.
(Weaver,1996) . pori-pori membran menutup kembali, akan tetapi, bekas pori
yang membuka tidaklah rusak. Selama waktu pori-pori membuka, biomolekul
dapat dimasukkan dan terperangkap di dalam sel (Jim, 2008).
Terbentuknya sebuah pori pada membran terjadi apabila energi yang tersimpan
di dalam kapasitor membran melebihi energi yang dibutuhkan membran untuk
menjaga agar pori tidak pecah. Energi (Ep) untuk membuat pori dari jari-jari (r)
yang telah ditentukan dalam membran dipengaruhi oleh keseimbangan antara
garis tegangan (y) pada pinggiran pori dan tegangan permukaan membran (I')

denganrumus ;Ep=2mry-mwril



Untuk mengetahui proses terbentuknya pori-pori pada membran sperma dengan

penerapan elektroporasi, bisa diamati pada ilustrasi dibawah
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Gambar 2.4 llustrasi proses terbukanya sementara membran dan penyusunan
ulang selama elektroporasi (Weaver, 1996)

A.

B.

C.

Keadaan membran yang masih stabil

Permukaan membran menekuk kedalam membran (berbentuk lesung)
Pori-pori yang hydrofobik mulai membuka, baru setelah itu pori-pori
hidrofilik

Setelah pori-pori hidrofilik membuka, baru ion atau molekul bisa lewat
Protein di pori-pori mulai bergabung

Pori-pori  menutup kembali dengan molekul asing yang sudah

terperangkap di dalamnya.

Tegangan yang diberikan untuk membuka membran sementara, sehingga

molekul asing bisa masuk ke dalam sel melalui kutub sel. Akan tetapi setelah itu

membran menutup kembali dengan cepat dan sel tetap utuh seperti semula

(Purves et al., 2001). Gambar berikut menunjukkan elektroporasi dengan lama

kejutan milidetik yang membuat pori-pori membran sel membuka sementara.

Setelah jangka waktu yang sangat pendek.



The phenomenon of electroporation

Cell membrane Cell membrane Cell membramne
before pulsing during pulsing after pulsing
feell returns to
* Controlled, millisecond electrical pulses induce MeMPOorary poress
in the cell membrane
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Gambar 2.5 Proses membukanya membran selama elektroprorasi (Weaver,
1996)

Energi pori mencapai maksimum ketika nilai kritis dari jari-jari pori r.= y/ I (1,2).
Besar garis tegangan pada pinggiran pori tergantung pada penutupan molekul
pada membran. Pori-pori dengan jarak < r,, cenderung menutup, sedangkan pori-
pori dengan jarak > r. cenderung akan melebar. Membran akan kendur jika dialiri
medan listrik (E), maka pengisian pada kapasitor membran akan setara,
sehingga energi yang tersimpan pada kapasitor membran dapat melalui area
yang telah ditandai pada pori dimana persamaannya adalah:

E. =1 r’eo (€ w- €n )V/2d (2)

Dimana E merupakan dielektrik konstan dan 0, w (air) dan m (membran)
berturut-turut ialah ruang kosong. V ialah voltase membran (energi potensial
membran) besarnya ditentukan oleh lapisan medan getar yang melewati
membran d. Pada membran, jari-jari elektropore akan terbentuk jika energi listrik
E. diberikan ke Eq. (2) lebih besar dari energi Ep yang dibutuhkan untuk
membentuk pori-pori ukuran tertentu. Energi ini diartikan sebagai penurunan
voltase V,, melalui membran yang akan mengalami penurunan dan diameter r
pori-pori akan terbentuk. Jika r < r., tegangan listrik dapat diubah-ubah.

Sehingga pori-pori akan segera melebar ketika setelah terbentuk. Hubungan



makroskopik telah dijelaskan oleh Zhelv dan Needham (2). Dengan melihat dari
kasus sederhana sel yang berbentuk bola, pengaturan tegangan dari interior sel
jauh lebih banyak daripada sel membran. Energi potensi membran potensial
yang ditentukan, atau tegangan antar membran V oleh sel dinyatakan dengan
persamaan:
V=15aEcos0[1-exp(-t/m)](3)

Dimana E ialah getar medan listrik, a adalah jari-jari sel, dan 8 adalah sudut
antara arah medan dan vektor radial dari titik permukaan dimana ditemukan
energi potensial membran. Besaran waktu relaksasi  membran ditentukan oleh
daya konduksi dari dalam dan luar sel (3). V terbesar ketika kutub berlawanan
arah atau searah dengan arah medan, dimana berturut-turut 8 adalah O dan .
Ketika terjadi penurunan tegangan sebesar (V,) pada biomembran sebesar 1 V,
maka untuk sel dengan diameter 10 um dan dengan getar 0,7 kV/cm sudah
cukup untuk menghasilkan penurunan energi potensi tegangan pada kutub.
Dengan menentukan kenaikan besarnya medan, potensi penurunan energi pada
membran menjauh dari kutub, sebagai contoh semakin luasnya daerah yang
mengalami penurunan tegangan. Persentase daerah yang mengalami penurunan
ditunjukan oleh rumus (1 - E,/E) dimana E, adalah besaran medan getar yang
dibutuhkan untuk memproduksi penurunan tegangan pada membran V, (Hui,
1996).

Pemberian tegangan listrik pada sebuah sel menyebabkan penyebaran kembali
ion-ion bagian dalam, hal itu terjadi karena membran sel bertindak sebagai
insulator. lon-ion bergerak sesuai dengan arah medan listrik, akan tetapi tetap
berada dalam sel sehingga terkumpul di daerah kutub searah dengan arah
medan listrik. Terkumpulnya ion di daerah kutub dalam sel menciptakan potensi
listrik pada membran sel. Ketika jaringan membran mendekati batas 1 volt

perubahan penyesuaian akan terjadi di dalam membran sehingga mempengaruhi



permeabilitas yang ada. Potensi listrik yang ada pada membran sel tidak selalu
sama pada seluruh permukaan. Potensi tersebut akan mencapai puncaknya
ketika permukaan membran sel tegak lurus dengan medan listrik (berada dalam
daerah medan listrik) dan terendah ketika permukaan membran sel berada
dalam posisi paralel atau berada di garis singgung dengan medan Isitrik (tidak
berada dalam area medan listrik). Potensi jaringan membran sel nilainya

bervariasi dalam medan listrik, hal ini digambarkan pada ilustrasi berikut ini.

Electric Field
] E=V/ ]

Gambar 2.6 Medan Listrik saat Elektroporasi (Weaver, 1996)

Peningkatan tegangan listrik dari salah satu kutub yang lebih besar dari kutub
kutub lainnya, sehingga akan mempengaruhi permeabilitas permukaan sel, Hal
ini karena pengaruh kosinus pada rumus E = V/d. Kejutan listrik yang pertama
yang berpengaruh paling besar pada permeabiltasnya membran sel. Area
permeabel pada membran sel menjadi tidak stabil. karena sisi anoda (+) lebih
besar daripada katoda (-). Hal ini disebabkan karena sel mempunyai muatan
negatif yang alami pada membrannya (Golzio et al ., 2002)

Setiap sel hewan dilapisi oleh membran plasma, yang mempunyai struktur
lapisan lemak. Besarnya molekul yang ada pada membran plasma tidaklah

sama. Karena tersusun oleh molekul lemak, membran plasma mempunyai sifat



yang elektris atau dengan kata lain mempunyai permeablitas asli yang rendah
terhadap ion. Ketebalan membran diperkirakan sekitar 7-8 nanometer
(Anynomous, 2009) : ~6 nm (Weaver, 1996) ; 6-7,5 (Giese, 1979). Potensial
membran pada suatu sel diperoleh dari dua faktor, yaitu kekuatan elektris dan
difusi. Kekuatan elektris muncul dari adanya daya tarik antar partikel yang
berlawanan dengan perubahan elektris (positif dan negatif) dan daya tolak

menolak antara partikel yang sejenis (keduanya positif atau keduanya negatif).

resistor voltage source
Ay i -
Switch 1
capacitor

Switch 2

Beaker Containing
Cells and DNA (o
other molecule)

Gambar 2.7 Rangkaian dasar tegangan listrik yang digunakan untuk
elektroporasi (melcher, 2000).

Tegangan listrik (kadang disebut sebagai voltase) adalah perbedaan potensial
listrik antara dua titik dalam rangkaian listrik, dan dinyatakan dalam satuan volt.
Besaran ini mengukur energi potensial dari sebuah medan listrik yang
mengakibatkan adanya aliran listrik dalam sebuah konduktor listrik. Tergantung
pada perbedaan potensial listriknya, suatu tegangan listrik dapat dikatakan
sebagai ekstra rendah, rendah, tinggi atau ekstra tinggi (Taghyr, 2008).

Dalam suatu bahan, jika ada pengaruh dari luar sehingga menyebabkan
elektron-elektron bergerak ke satu arah, maka dikatakan terjadi arus listrik yang

arahnya berlawanan dengan arah gerakan elektron-elektron tadi. Arus listrik
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didefinisikan sebagai kecepatan aliran muatan listrik. Arus sebesar 1 ampere
adalah aliran muatan listrik sebanyak 1 coulomb/detik (Zhanggischan et al .,

2004).

2.5 GFP Sebagai Marker Biologi

Green fluorescent protein (GFP) adalah protein berpendar alami yang diisolasi
dari ubur-ubur Aequorea victoria (Shimomura et al.,, 1962). GFP mengubah
protein kimia berpendar biru lain, luciferase menjadi cahaya hijau berpendar
(Morin andHastings, 1971; Ward, 1979). Sejak awal ditemukannya GFP dalam
ubur-ubur, protein terbungkus ini telah ditemukan dalam laut, bentuk warna, jika
bukan berpendar, pigmen-pigmen (Matz et al., 2002) protein yang sama juga
ditemukan pada mamalia dalam bentuk komponen ruang membran ekstraselular
dinamakan nidogen (Hopf et.al., 2001).

Green Flourescent Protein (GFP) dari ubur-ubur (Aequora Victoria) mempunyai
beberapa manfaat penting. Ekspresi gen ini dapat dideteksi pada saat itu juga,
dalam sel hidup dan organisme sederhana (Cubitt et al., 1995). Umumnya DNA
mempunyai 2 fungsi utama yaitu untuk menyandi protein atau sebagai elemen
struktural dan sekuen pengatur transkripsi (Hackett, 1993). Gen GFP (Green
Fluorescent Protein) adalah gen berpendar hijau yang diisolasi dari Aequorea
victoria (Felts et al., 2001), gen ini memiliki kandungan protein yang dapat
berpendar dan divisualisasikan ekspresinya pada sel dengan menggunakan
bantuan sinar UV atau mikroskop fluoresent (lyengar et al., 1996). GFP memiliki
kelebihan yaitu untuk mendeteksi ekspresinya tidak memerlukan substrat
tambahan, sehingga dapat digunakan sebagai marker (penanda) dalam
pengujian efektivitas suatu promoter ( Yazawa et al., 2005), Lebih jelasnya dapat

dilihat pada gambar di halaman berikut.



Gambar 2.8 Ubur-ubur dari klas Aequorea Victoria
conncol.edu/ccaacd/zimmer/gfp-wwi/tsien.html

GFP dapat juga berperan sebagai gen target dalam pembuatan ikan hias
berpendar yang berwarna-warni (Gong et al., 2002). Jenis gen GFP lainnya
yang juga digunakan sebagai gen penanda yaitu yang diisolasi dari
Anthozoa (soft coral) jenis Renilla reniformis yaitu gen hrGFP (Humanized
Renilla reniformis Green Fluorescent Protein) (Felts et al., 2001).

Proses integrasi DNA dengan kejutan listrik pada jaringan otot memainkan dua
peran, yaitu merubah struktur permeabilitas serabut otot dan membantu
perpindahan DNA melewati permeabilitas membran. Perpindahan molekul DNA
ke dalam sel, suatu transfer gen dari sel yang berisi DNA asing melalui kejutan
listrik. Dua jenis kejutan listrik yang berbeda yaitu square wave dan eksponensial
wave telah digunakan dalam mentransfer gen ke dalam sperma ikan. Tegangan
square wave lebih diarahkan kepada amplitude yang diperlukan yang mana
untuk menjaga lamanya waktu kejutan kemudian dikembalikan ke nol.
Sedangkan eksponensial wave, tegangan ditujukan untuk suatu amplitude yang
diinginkan, kemudian memberikan pembukaan pori-pori yang eksponen (Muller

et al., 1992).



2.6 Promoter B-actin medaka

Salah satu hal yang penting dalam kegiatan transgenesis adalah pemilihan
promoter yang berperan mengatur waktu dan lokasi dimana gen asing yang
dimasukkan dapat aktif berekspresi. Promoter ada yang bekerja pada jaringan
spesifik dan ada pula yang bekerja pada semua jaringan (Hacket, 1993).
Promoter adalah sekuen DNA yang memfasilitasi transkripsi gen tertentu. Agar
transkripsi berlangsung, enzim yang mensintesis RNA yang dikenal sebagai RNA
Polymerase harus mengikat DNA dekat gen. Promotor mengandung sekuen
DNA spesifik dan segmen-segmen yang menyediakan tempat untuk mengikat
RNA polymerase dan protein yang disebut faktor transkripsi sebagai calon RNA
Polymerase (Anonymous, 2009g). Sedangkan menurut Rustidja (2002), promotor
dipertimbangkan sebagai sequence DNA dekat tempat inisiasi transkripsi
sebagai tempat RNA polimerase melekat, didalamanya terdapat 40-100
pasangan basa yang berguna untuk mengawali sintesa dari mRNA. Tempat lain
dalam elemen regulator, DNA operator yang berperan untuk menguatkan dan
menekan transkripsi. Promotor dan enhancer / silencer site (operator) adalah cis
acting, yang mempengaruhi transkripsi pada segmen yang sama dari DNA (DNA
disampingnya). Aktivitas transkripsi tergantung pada ketersediaan dari tras action
protein factor dalam type sel khusus yang akan menguatkan atau menekan
transkripsi. Promoter merupakan salah satu faktor penentu dalam teknologi
transgenesis (Fariduddin, 2009). Menurut Alimuddin (2009), promoter sebagai
regulator ekspresi gen merupakan salah satu faktor yang mempengaruhi
keberhasilan transgenesis. Promoter f-actin memiliki aktivitas tinggi pada
jaringan otot.

Banyaknya jenis promoter dapat dievaluasi pada ikan transgenik dan sangat
berbeda pada kemampuannya untuk membantu ekspresi dari DNA asing.

Diantaranya Cytomegalovirus (CMV), Rous sarcoma virus long terminal repeat



(RSV-LTR), p-actin dan chicken &-crystallin merupakan promoter yang
membantu ekspresi DNA asing di host spesies. Mouse metallothionein (MT) dan
rainbow-trout MT adalah promoter yang membantu berekspresi pada ikan
transgenik (Dunham, 2004).

Actin kaya akan protein cytoskeletal di sel eukaryotic dan sedikitnya ada enam
isoform utama yang dapat diidentifikasi pada vertebrata. Isoform tersebut dapat
dibagi lagi kedalam tipe jaringan otot dan tipe jaringan bukan otot. Actin isoform
merubah sedikit di rangkaian asam amino tapi selama berkembang perbedaan
tersebut dapat diatur (Quitschket et al., 1988).

Promoter B-actin memiliki beberapa sifat yang terkait dengan aktivitas elemen-
elemennya yaitu constitutive, ubiquitous dan house keeping (Volckaert, 1994).
Constitutive berarti promoter ini mampu aktif tanpa membutuhkan faktor pemicu
seperti rangsangan hormon atau rangsangan suhu. Promoter (-actin bersifat
ubiquitous (terdapat dimana-mana) artinya dapat aktif pada semua jaringan otot.
Sedangkan bersifat house keeping berarti promoter B-actin dapat aktif kapan

saja bila diperlukan (Purwanti, 2007).

2.7 Confocal Laser Scanning Microscopy

Berdasarkan kegiatan pengamatan yang dilakukan, mikroskop dibagi menjadi 2
bagian, yaitu mikroskop sederhana (yang umumnya digunakan pelajar)

dan mikroskop riset (mikroskop dark-field, fluoresens, fase kontras, Nomarski
DIC, dan konfokal) (Anonymous, 2009d).

Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM atau LSCM) adalah teknik untuk
mendapatkan resolusi tinggi pada gambar optik dengan kedalaman yang selektif.
Kunci keistimewaan confocal microscopy adalah kemampuannya untuk
mendapatkan gambar yang fokus dari kedalaman yang dipilih, sebuah proses

yang dikenal sebagai optik sectioning. Gambar diperoleh titik demi titik (point by



point) dan kemudian direkonstruksi dengan komputer, membiarkan rekonstruksi
tiga dimensi dari objek topologically kompleks. Prinsip confocal microscopy ini
awalnya dipatenkan oleh Marvin Minsky pada tahun 1957, tetapi butuh tiga puluh
tahun dalam mengembangkan laser untuk CLSM sehingga menjadi teknik
standar menjelang akhir tahun 1980-an. Pada tahun 1978, Thomas dan
Christoph Cremer merancang proses pemindaian laser, yang memindai
permukaan tiga dimensi obyek dengan titik-titik dengan menggunakan sinar laser
yang terfokus, dan menciptakan semua gambar dengan cara elektronik yang
serupa dengan yang digunakan pada mikroskop pemindaian elektron. Desain
CSLM ini untuk pertama kalinya menggabungkan metode pemindaian laser
dengan deteksi 3 dimensi pada objek biologi berlabel dengan penanda yang
berpendar. Selama dekade berikutnya, mikroskop fluoresensi confocal
dikembangkan menjadi teknologi yang benar-benar matang, terutama oleh
kelompok-kelompok yang bekerja di University of Amsterdam dan Laboratorium
Biologi Molekuler Eropa (EMBL) di Heidelberg dan mitra industrinya
(Anonymous, 2009e).

Menurut Tortora (2001), prinsip kerja dari mikroskop ini mirip seperti pada
mikroskop fluoresensi. Pertama, spesimen diwarnai dengan fluorochrome supaya
memantulkan cahaya. Mikroskop ini menggunakan penerangan berupa sinar
laser dan dapat dihubungkan dengan komputer sehingga mampu menghasilkan
gambar tiga dimensi.

Dengan teknologi laser, pemindaian menjadi lebih akurat dan bisa dilakukan
pada obyek dalam keadaan utuh, tanpa melalui teknik preparasi. Pemindaian
dengan teknik preparasi selama ini, dirasa kurang optimal. Kelebihan lain, alat ini
bisa dioperasikan untuk sel atau organisme hidup dan berfluoresensi, dengan
keluaran berupa foto, grafik, dan data secara realtime dan per sel (Farid, 2007).

Dalam pemindaian laser confocal mikroskop, sinar laser melewati sebuah



lubang sumber cahaya dan kemudian difokuskan oleh lensa objektif menjadi kecil
(idealnya difraksi terbatas) dalam volume fokus atau pada permukaan spesimen.
Khususnya aplikasi di bidang biologi, spesimen yang mungkin berpendar.
Cahaya laser akan tersebar dan dicerminkan atau dipantulkan seperti halnya
banyak pendaran cahaya dari bintik sinar kemudian dikumpulkan kembali oleh
lensa obkektif. Sebuah beam splitter memisahkan beberapa bagian dari cahaya
ke dalam deteksi alat, yang mana mikroskop fluoresensi konfokal juga akan
mempunyai filter yang secara selektif melewati pendaran panjang gelombang
sewaktu memblokir eksitasi panjang gelombang asli. Setelah melewati pinhole,
intensitas cahaya dideteksi oleh alat atau perangkat photodeteksi (biasanya
tabung photomultiplier (PMT)), mengubah sinyal cahaya menjadi listrik yang

kemudian dicatat oleh komputer (Anonymous, 2009e).
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Gambar 2.9 Prinsip kerja mikroskop konfokal
http://sbio.uct.ac.za/Webemu/training/EM for biologists/clsm/

Specimen”

Aperture detektor menghalangi cahaya yang tidak berasal dari titik fokus, seperti
yang ditunjukkan oleh garis abu-abu titik-titik pada gambar. The out of focus

cahaya ditekan, artinya sebagian besar cahaya kembali diblokir oleh pinhole
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(lubang jarum) yang mana menghasilkan gambar lebih tajam daripada teknik
mikroskopi fluoresensi biasa dan membantu untuk mendapatkan gambar dari
bidang sampel dengan kedalaman yang berbeda. Cahaya yang terdeteksi
berasal dari elemen volume yang bersinar dalam spesimen yang merupakan
salah satu pixel dalam gambar yang dihasilkan. Seperti laser scan diatas bidang
gambar, keseluruhan bidang gambar diperoleh secara tahap demi tahap dan
baris demi baris, sedangkan kecerahan piksel gambar yang dihasilkan sesuai
dengan intensitas relatif cahaya yang terdeteksi. Cahaya yang di scan melewati
sampel dibidang horizontal dengan menggunakan satu atau lebih cermin bolak
balik. Kecepatan scan dapat bervariasi. Scan lambat memberikan sinyal yang
lebih baik dan resolusi yang lebih tinggi. Informasi dapat dikumpulkan dari
berbagai bidang fokus yang menaikkan atau menurunkan tahapan mikroskop
atau lensa objektif. Komputer dapat menghasilkan gambar 3 dimensi dari
spesimen dengan mengumpulkan banyak gambar 2 dimensi dari focal plane
secara berturut-turut (Anonymous, 2009e).

Laser digunakan untuk memberikan eksitasi cahaya (untuk mendapatkan
intensitas cahaya tertinggi). Sinar laser (biru) dipantulkan sebuah cermin dichroic.
Dari sana, laser mengenai 2 cermin yang dipasang di motor (penggerak). Laser
cermin scan melewati sampel. Pewarna di sampel fluoresence dan cahaya yang
dipancarkan (hijau) dapat discan oleh cermin yang sama yang digunakan untuk
memindai eksitasi cahaya (biru) dari laser. Cahaya dipancarkan melewati
dichroic dan difokuskan ke pinhole. Cahaya yang melewati pinhole diukur oleh
detektor yaitu sebuah tabung photomultiplier (Anonymous, 2007).

Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM) secara luas digunakan dalam
berbagai disiplin ilmu biologi, biologi sel, genetika, mikrobiologi dan biologi

pembangunan (Anonymous, 2009e).



Gambar dari Confocal laser scanning diperoleh dari Zeiss LSM 510 confocal
microscope (Rankin et al., 2003). Untuk mendeteksi reaksi akrosom sperma,
sampel diinkubasi selama 15 menit sebelum difiksasi dengan soybean trypsin
inhibitor (SBTI) dan terkonjugasi dengan Alexa 568 (Invitrogen Molecular Probes,
Carlsbad, CA) menurut aturan protokol. Sampel difiksasi dengan 2%
paraformaldehyde dan diwarnai dengan Hoechst 33342 sebelum pencitraan

(Baibakov et.al , 2007). Seperti yang ditunjukkan pada gambar dibawah ini :

A. EGFP-Sperm Binding During IVF

1 Hr

2 Hr

4 Hr

24 Hr

Normal HuZP2 Transgene HuZP2 Rescue
(moZP2) (moZP2 & huzZP2) (huzP2)

Gambar 2.10 Sel sperma mengikat huZP2 pada embrio tikus setelah fertilisasi
(Baibakov, 2007)

Penggunaan CLSM juga bisa digunakan untuk mengukur perubahan pH di akar

Lupinus angusti folius L sebagai jawaban dari pH yang tinggi (Yu, 2001).

2.8 Propidium lodide (PI)

Beberapa bahan pewarna yang digunakan untuk mewarnai DNA dalam cell,
diantaranya vyaitu : Propidium lodide, Ethium Bromide, Acridine Orange,
Mithramycin, DAPI, Chromomycin. Biasanya yang lebih sering digunakan
sebagai pewarna DNA dalam analisis sel yaitu Propidium lodide (Pl). Ketika PI

dilekatkan pada DNA, menghasilkan pendaran warna merah yang kuat



(pancaran maksimum 637 nm). Pendarannya mempunyai gelombang cahaya
488 nm, dimana dalam jarak yang sebagian besarnya arus cytometer. Dalam
pewarnaan dengan PI, pertama-tama sel harus difiksasi terlebih dahulu (Wink,
2002).

Menurut Anonymous (2009f) Propidium lodide (PI) adalah molekul yang
berpendar dengan memiliki molekul yang banyak yaitu 668.4 Da yang dapat
digunakan untuk mewarnai DNA. Pl dapat digunakan untuk membedakan
necrotic, apoptotic dan sel normal. Pl memiliki batas tertentu untuk asam nukleat,
pendarannya ditinggikan 20 sampai 30 kali, eksitasi pendaran maksimum untuk
warna merah yaitu 30-40 nm dan pancaran pendaran maksimum untuk warna
biru adalah 15 nm. PI sangat cocok untuk fluorescence microscopy, confocal
laser scanning microscopy, flow cytometry dan fluorometry. Pl adalah membran
impermeant dan biasanya dikeluarkan dari sel hidup. Pl umumnya digunakan
untuk mengidentifikasi sel mati dalam populasi. Latar belakang warna merah
yang berpendar, digunakan untuk menentukan sub-lokasi dari penyatuan
ekspresi gen dengan Green Fluorescent Protein (GFP). Propidium lodide juga
bisa digunakan untuk mewarnai sel hewan. Contohnya, pada Apodemus
sylvaticus atau biasanya yang lebih dikenal sebagai tikus hutan, dapat digunakan
untuk mengindikasi lokasi daerah atau wilayah atom yang memancarkan
karakteristik warna merah yang berpendar.

Propidium iodide (Pl) mengikat untai ganda DNA dan RNA setelah sel
mengalami permeabilisasi. Begitu terikat pada asam nukleat, inti berwarna merah
seperti yang diamati dengan mikroskop fluorescent dengan filter rhodamine. PI
berguna untuk pewarnaan analisis multi warna fluorescent. Warna merah pada
inti sangat baik untuk digunakan bersamaan dengan FITC, PE atau Cy5. Untuk

analisis aliran cytometry, pewarnaan Pl dapat dipantau dalam saluran FL2. PI



juga dapat digunakan untuk mengukur viabilitas sel karena pewarna ini
dikeluarkan dari sel-sel sehat (Anonymous, 2010g).

Propidium lodide (PIl) mempunyai formulasi kimia C27H34N4I12, dengan nomor
CAS / nama : 25535-16-4 / Phenanthridinium, 3 3,8-diamino-5-[-
(diethylmethylammonio) propil]-6-fenil-, diiodide (Anonymous, 2009h).

Garner dan Lawrence (1995), menemukan bahwa kombinasi bahan pewarna
DNA vyaitu SYBR14 dan Propidium lodide (Pl) dapat digunakan untuk
memperkirakan perbandingan sperma hidup dan mati pada sampel perlakuan
sperma segar dan yang diawetkan. Sperma non motil dan sperma yang terlihat
mati berpendar ketika diwarnai dengan SYBR14 saja, tapi intensitas
pewarnaannya lebih sedikit daripada sperma hidup yang motil. Dengan
penambahan PI, nucleus sperma mati terwarnai dengan warna merah. Beberapa
sperma yang hampir mati, terwarnai dengan warna keduanya (hijau dan merah).
3 populasi utama dari penelitian Garner dan Lawrence ini adalah sperma hidup
yang terwarnai dengan SYBR14, sperma mati yang terwarnai dengan Pl dan
sperma yang hampir mati berpendar (memancarkan) warna keduanya (hijau dan

merah).

2.9 Ekspresi Gen

Ekspresi gen adalah proses penentuan sifat dari suatu organisme oleh gen.
Suatu sifat yang dipunyai oleh suatu organisme merupakan hasil proses
metabolisme yang terjadi di dalam sel. Proses metabolisme dapat berlangsung
karena adanya enzim yang berfungsi sebagai katalisator proses-proses biokimia.
Enzim dan protein lainnya diteriemahkan dari urutan nukleotida yang ada pada
molekul mMRNA, dan mRNA itu sendiri disintesis berdasarkan utas cetakan DNA.
Gen tersusun dari molekul DNA sehingga gen menentukan sifat suatu organisme

(Suharsono, 2010). Sedangkan menurut Jusuf (2010), proses ekspresi gen



adalah proses transformasi informasi melalui transkripsi dan translasi untuk
pembentukan protein atau enzim. Karena protein dan enzim sangat berperan
dalam menjalankan metabolisme, maka ekspresi gen sebenarnya merupakan
proses pengendalian metabolisme oleh gen. Enzim merupakan katalisator yang
berperan menjalankan proses reaksi metabolisme, keberadaan enzim akan
menentukan berjalannya proses metabolisme.

Bahan genetik mempunyai beberapa sifat , yaitu dapat menggandakan diri
(replikasi), sebagai penyimpanan informasi, dapat mengekspresikan informasi
yang dikandungnya dan dapat bervariasi melalui mutasi (Suharsono, 2010).

Awal dari proses ekspresi adalah transkripsi dari informasi genetik yang disimpan
di dalam molekul DNA. Transkripsi merupakan proses pembentukan molekul
RNA dengan menggunakan DNA sebagai cetakannya. Tidak semua bagian DNA
akan ditranskripsikan, tetapi hanya bagian tertentu saja. Bagian tertentu tersebut
disebut gen. keseluruhan DNA baik gen maupun sekuensi DNA bukan penyandi
(non-coding) yang dikandung oleh suatu organisme disebut dengan genom.
Proses transkripsi menghasilkan 3 jenis molekul RNA (asam ribonukleat) : RNA
duta (MRNA), RNA transfer (tRNA) dan RNA ribosomal (rRNA). Hanya molekul
MRNA yang diteriemahkan (ditranslasikan) ke dalam protein. Proses ekspresi
selanjutnya adalah translasi, dalam proses translasi, asam amino akan
dirangkaikan dengan asam amino lainnya untuk membentuk rantai polipeptida
atau protein. Jenis asam amino yang dirangkaikan ditentukan oleh urutan
nukleotida yang terdapat pada molekul mRNA. Jadi, mRNA digunakan sebagai
model cetakan bagi sintesis protein. Asam amino dirangkaikan dengan asam
amino lain dengan ikatan peptida yang dilakukan oleh ribosom. Translasi atau
sintesis protein melibatkan banyak molekul, energi dan ribosom. Ribosom
dibentuk oleh beberapa jenis molekul rRNA dan beberapa protein ribosomal.

Jadi, rRNA berperan dalam penyusunan ribosom. tRNA berperan membawa



asam amino yang sesuai dengan informasi yang ada di dalam molekul mRNA di
dalam proses translasi (Suharsono, 2010).

Pada organisme eukaryot, misalnya tumbuhan dan hewan, proses transkripsi
terjadi di dalam inti sel, sedangkan proses translasi berlangsung di sitoplasma

sehingga RNA harus dikeluarkan dari inti sel ke sitoplasma (Suharsono, 2010).

threonine

Gambar 2.11 Struktur Green Flourescent Protein
conncol.edu/ccaacd/zimmer/gfp-wwi/tsien.html




3. METODOLOGI PENELITAN

3.1 Materi Penelitian
3.1.1 Alat
Peralatan yang akan digunakan dalam penelitian ini antara lain: 1 set alat

Gene Pulser Xcell™

merk BIO-RAD yang terdiri atas mesin elektroporator, shock
pod dan cuvet, mikroskop konvocal (Convocal Laser Scanning
Microscope/CLSM) merk Olympus flouview versi 1.7a, mikroskop Olympus BX 51
tipe Inverted, mikroskop biokuler merk Olympus CX21, timbangan, penggaris,
cawan petri, mangkuk plastik, spuit 5 ml, sectio set, akuarium, bak pemeliharaan
induk, wadah, bak plastik, seser, serbet, pisau, handuk, botol film, nampan,
mikropipet, appendorf, pipet tetes, Blue tip, yellow tip, kamera digital, obyek

glass, cover glass, pH meter, DO meter, Termometer, handtally counter,

haemocytometer, aerator, dan instalasi aerator.

3.1.2 Bahan

Bahan-bahan yang diperlukan dalam penelitian ini meliputi: induk ikan nilem
(Osteochilus hasselti), ovaprim larutan fisiologis, HSN-hrGFP, eosin negrosin,
tissue, kapas, alkohol 70%, Pl(propidium iodine), gliserin, cat kuku, larutan

PBS,Alumunium Foil, aquadest.

3.2 Metode Penelitian

Menurut Hasan (2002), penelitian adalah penyaluran rasa ingin tahu manusia
terrhadap sesuatu atau masalah dengan perlakuan tertentu (seperti memeriksa,
mengusut menelaah, dan mempelajari secara cermat, dan sungguh-sungguh)

sehingga diperoleh sesuatu (seperti mencapai kebenaran, memperoleh jawaban,



pengembangan ilmu pengetahuan, dan sebagainya). Metode yang digunakan ini
adalah metode eksperimen. Menurut Hasan (2002) metode eksperimental
merupakan metode penelitian yang memungkinkan peneliti memanipulasikan
variabel dan meneliti akibatnya. Sedangkan menurut Faisal (1989) penelitian
eksperimen adalah penelitian yang secara sengaja memanipulasi suatu variabel
(memunculkan atau tidak memunculkan suatu variabel) kemudian memeriksa

efek atau akibat yang ditimbulkannya.

3.3 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah
Rancangan Acak Kelompok (RAK). Rancangan Acak Kelompok adalah suatu
rancangan dasar yang menggunakan pengawasan setempat dengan
pembatasan pengacakan atau merupakan suatu rancangan dimana suatu
lingkungan percobaan dikelompokkan sedemikian rupa, sehingga terdapat
homogenitas maksimum dalam setiap kelompok dan minimum atar kelompok
(Yitnosumarno, 1993) .

Model umum untuk metode RAK yaitu :

Yij= W+ a + B ++g;

Dimana :Y;; = nilai pengamatan pada perlakuan ke-i ulangan ke-
1 = nilai rata-rata (tengah umum)
Q; = pengaruh perlakuan level ke-; (faktor perlakuan pertama)
Bi = pengaruh perlakuan level ke-; (faktor perlakuan lainnya)

€j = gallat / kesalahan percobaan / acak percobaan



Pada penelitian ini dilakukan 2 uji faktor, antara lain :

Faktor | =lama kejutan (Pulse length) dengan 2 level, yaitu :

- A1=0,5ms

- A2=1ms

Faktor Il = jumlah kejutan (Pulse number) dengan 3 level, yaitu :

- B1 = 2x kejutan

- B2 =4x kejutan

- B3 =6x kejutan

Sehingga dilakukan dua kali tahap percobaan, yang pertama adalah

pengujian Pulse length 0,5 ms dengan 3 level kejutan dan kedua pengujian Pulse

length 1 ms dengan 3 level kejutan. Penelitian ini digunakan kuat medan listrik 40

V/cm dan konsentrasi GFP 60 ng/uL, sehingga masing-masing perlakuan adalah

sebagai berikut :

AlB1

Al1B2

A1B3

A2B1

A2B2

A2B3

—

—

—

Pulse Length 0,5 ms + pulse number 2x
Pulse Length 0,5 ms + pulse number 4x
Pulse Length 0,5 ms + pulse number 6x
Pulse Length 1 ms + pulse number 2x
Pulse Length 1 ms + pulse number 4x

Pulse Length 1 ms + pulse number 6x

Pada penelitian ini juga dilakukan dua kali kontrol (tanpa perlakuan), yaitu :

- K1 = sperma sebelum perlakuan

- K2 = sperma sesudah perlakuan

Pada percobaan ini dilakukan ulangan sebanyak 2 kali, sehingga dibutuhkan

2x3x2=12 unit percobaan. Selanjutnya perlakuan kombinasi diacak pada 12 unit

percobaan tersebut. Model dari denah penelitian ini ditunjukkan oleh Gambar

3.12 pada halaman berikutnya.



A1B1* A2B1* A2B3! A1B2°B

A1B2* A1B12 A2B3? A1B3%B

A2B2* Kontrol Il A2B12 A1B3*
A2B2? Kontrol |

Gambar 3.12 Denah penelitian

3.4 Analisis Data

Data hasil penelitian di analisa dengan menggunakan program SPSS 16.
Data dari hasil penelitian yang diperoleh, dapat bersifat tidak normal akibat
adanya variasi yang timbul akibat perlakuan. Karena itu data diuji kenormalannya
dengan uji Kolmogorof-Smirnov (Dude dan Satya, 1995). Selanjutnya di uji
melalui analysis of variance (UNIANOVA). Dari hasil tersebut akan diperoleh
nilai sig. dan selanjutnya dibandingkan dengan a , apabila nilai sig. lebih kecil

dari a maka diterima H1 atau ditolak Ho, begitu pula sebaliknya (Hanafiah,

1993).

3.5 Prosedur Penelitian
3.5.1 Persiapan Penelitian
Persiapan Penelitian ini meliputi :
¢ Dilakukan pemilihan ikan uji seminggu sebelum perlakuan dan dipelihara
serta diberi pakan secara rutin.
motilitas dan viabilitas

¢ Dilakukan pengamatan mengenai morfologi,

sperma serta penghitungan konsentrasi sperma.



e Persiapan wadah sebagai tempat untuk telur yang telah difertilisasi
dengan sperma yang telah di elektroporasi, wadah yang disiapkan telah
dibersihkan dan diisi air serta dipasang instalasi aerasi.

3.5.2 Pelaksanaan Penelitian

o Diagaram Alir Kegiatan Penelitian

Seleksi Induk

Penyutikan Ovaprim

A 4

Pengambilan sperma dan telur

Pengamatan motilitas dan viabilitas sperma awal serta dihitung jumlah konsentasi

sperma

A 4

Elektroporasi sperma dan Gen mpBP-hrGFP

A 4

Pengamatan motilitas dan viabilitas sperma setelah perlakuan

'

Pengamatan Integrasi GFP pada sperma dengan

mikroskop konvokal

v

Fertilisasi sperma hasil gene pulser serta

pengamatan integrasi GFP pada telur

v

Perhitungan derajat Penetasan

A 4

Pengamatan ekspresi GFP pada larva dengan mikroskop
konvokal

Perhitungan persentase larva Transgen




e Seleksi Induk

Induk ikan nilem baik jantan maupun betina sebelum diambil sperma dan
telurnya, terlebih dahulu diseleksi untuk mendapatkan induk yang berkualitas.
Karena secara visual, antara induk jantan maupun betina mempunyai ciri fisik
yang sama, maka cara yang sederhana adalah dengan memilih induk yang sehat
(tidak terdapat luka), selanjutnya untuk induk jantan perutnya mengembang dan
terasa empuk ketika diraba. Berumur 8 bulan Berat badan sekitar 100 g. Bila
dipijat (stripping) perut ke arah alat genital, induk jantan akan mengeluarkan
cairan seperti susu. Sedangkan untuk induk betina, pada umumnya usia
mencapai 1-1,5 tahun.Berat badan sekitar 100 g.Bila diurut pelan-pelan ke arah
lubang alat genital, induk betina akan mengeluarkan cairan berwarna kekuning-

kuningan.

e Penyuntikan ovaprim

Ovaprim adalah merek dagang bagi hormon analog yang mengandung 20 ug
analog salmon gonadotropin releasing hormone (s GnRH) LHRH dan 10 pg
domperidone sejenis anti dopamin, per milimeter (mukhlas, 2009). Ovaprim
digunakan sebagai agen perangsang bagi ikan untuk memijah, kandungan
sGnRHa akan menstimulus pituitari untuk mensekresikan GtH | dan GtH II.
Sedangkan anti dopamin menghambat hipotalamus dalam mensekresikan
dopamin yang memerintakan pituitari menghentikan sekresi GtH | dan GtH Il
Fungsi penyuntikan ovaprim antara lain: merangsang produksi sperma pada
jantan dalam volume yang lebih banyak dan merangsang pematangan gonad
sebelum musim pemijahan (Mukhlas, 2009).

Sebelum disuntik ovaprim, induk jantan maupun betin ditimbang terlebih

dahulu untuk menentukan jumlah ovaprim yang diberikan. Dosis ovaprim yang



digunakan untuk induk betina adalah 0,3 ml/kg. Dosis ini dibawah petunjuk label
adalah 0,5 ml/kg, hal ini karena pada dosisi 0,3 ml/kg sudah cukup untuk
meningkatkan kematangan gonad ikan nilem selain itu juga untuk menghemat
bahan. Pada induk jantan penyuntikan ovaprim dilakukan dengan dosis setengah
dari dosis yang diberikan pada induk betina. Selain itu berdasarkan penelitian .
Assubaki (2002), dosisi 0,3 mempunyai latensi pemijahan yang tercepat sampai
terlama adalah sebagai berikut : dosisi 0,3 ml/kg/bw (507 menit atau 8,27 jam), di
ikuti dengan dosis 0,4 ml/kg/bw (573 menit atau 9,33 jam), 0,2 ml/kg/bw (576
menit atau 9,36 jam), dosisi 0,5 ml/kg/bw (607 menit atau 10,17 jam), dan dosis
0,1 ml/kg/bw (691 menit atau 11,31 jam).

Penyutikan ovaprim dilakukan pada bagian intramuskular dengan
memasukkan jarum injeksi dimasukkan kedalam daging, kemudian jarum ditarik
sedikit barulah ovaprim disuntikkan pada sisi kanan dan kiri tubuh ikan nilem.
Teknik penyuntikan hormon pada ikan ada 3 yaitu intra muscular
(penyuntikan kedalam otot), intra peritorial (penyuntikan pada rongga perut),
dan intra cranial (penyuntikan di kepala) (Susanto, 1999). Santoso (1997)
menambahkan, penyuntikan disarankan mengarah ke bagian depan (arah
kepala) ikan, agar tidak mengenai organ bagian pencernaan dan tulang
ikan. Apabila mengenai organ tersebut maka proses penyuntikan tidak akan
memacu kelenjar hipofisa untuk mengeluarkan hormon GnRH dalam proses

pemijahan (tidak terjadinya proses pemijahan).

e Pengambilan Sperma dan Telur
Pengambilan sperma dan telur dilakukan setelah latency time. Pengambilan
telur dilakukan dengan menstripping induk betina, caranya adalah mengurut
bagian perut ikan, dimulai dari bawah linea lateralis (diatas sirip perut) ke arah

lubang genital. Selanjutnya telur ditaruh dalam mangkuk dan ditutup serbet



setengah basah untuk menghindari telur kering akibat sinar matahari. Telur-telur
tersebut kemudian diambil 0,25 gr dan dietakkan dalam cawan petri dengan tetap
ditutup serbet. Sedangkan untuk induk jantan, pelakuan juga sama, yaitu dengan
cara distripping bagian perut ikan sampai keluar cairan yang berwarna putih
seperti susu. Kemudian disedot dengan menggunakan spuit yang telah dicampur

dengan NaFis dengan perbandingan 1:1.

e Pengamatan Motilitas dan Viabilitas Sperma Sebelum dan Sesudah

Perlakuan

Motilitas sperma yaitu pergerakan spermatozoa, sedangkan viabilitas yaitu
kemampuan hidup dari spermatozoa. Cara pengamatan motilitas dan vabilitas
sperma sebelum dan sesudah perlakuan sama. Pengamatan motilitas sperma
dilakukan dengan mengambil sejumah sperma lalu diteteskan pada obyek glass
kemudian ditetesi dengan aquades. Setelah itu diamati pergerakan sperma dan
ditentukan motilitas massal dan individu.

e Motilitas massal, ditentukan berdasakan jenis pergerakannya (fast
progressive, non-progressive, atau immatile).

¢ Moatilitas individu, ditentukan berdasarkan jumlah sperma yang bergerak dan
yang tidak (dalam %).

Pengamatan viabilitas sperma bertujuan untuk mengetahui jumlah sperma
yang hidup dan yang mati. Caranya adalah dengan menetaskan sejumlah
sperma dalam obyek glass kemudian diberikan pewarna eoisn negrosin dan di
smear dengan cover glass. Menurut Toelihere (1985) pewarnaan semen
digunakan untuk membedakan sperma yang hidup dan yang mati. Zat warna
yang umum dipakai adalah eosin atau merah kongo terhadap latar belakang

hitam dari negrosin.



Setelah pewarnaan eosin pada obyek glass kering, selanjutnya ditentukan

persentase viabilitas sperma dengan menghitung jumlah sperma yang hidup

(berwarna bening) dan sperma yang mati (berwarna kemerahan) menggunakan

handtally counter secara bersamaan. Nilai persentase viabilitas sperma dihitung

dengan rumus:

Y > spermahidup
% Viabilitas sperma =
> total sperma

x100%

+ Elektroporasi Sperma

Tahapan Elektroporasi sperma yaitu :

Disambungkan steker alat kesumber listrik.

Ditekan tombol "POWER (0 -)” disamping kanan alat untuk menyalakan
elektroporator maka muncu tampilan awal pada screen "Home screen”
Pada tampilan Home screen dipilih option No.4 "User Protocols” dengan
cara menekan tombol "4” pada keypad atau mengarahkan cursor ke
nomor 4.

Diberikan nama dan entry data jumlah tegangan yang diperlukan sesuai
dengan perlakuan (40 volt) dan ukuran cuvet yang digunakan (0,2 cm).
Setelah itu di save.

Dimasukkan sperma sejumlah (25 I) DAN hHSC-hrGFP (2 L) dengan
konsentrasi sesuai perlakuan kedalam cuvet.

Ditutup cuvet dan dikeringkan dengan tissue.

Dimasukkan cuvet dalam shock Pod.

Tekan tombol "PULSE” untuk menjalankan gene pulser.

Muncul hasil dengan tampilas sesuai dengan parameter yang dipilih.



e Untuk menjaga agar sperma tidak aktif dan dapat bertahan lama maka
ditambahkan pengencer (Nafis) sebanyak 273 L dan dicampurkan
didalam cuvet.

e Diambil cairan dalam cuvet seluruhya dsengan menggunakan spuit
kemudian dipindahkan dalam appendorf.

e Diambil 150 L untuk difertilisasi dengan telur, 5L untuk diamati motilitas
sperma, dan 5 L untuk diwarnai dengan eosin negrosin untuk mengetahui
viabiliats sperma. Sisanya digunakan untuk pengamatan integrasi gen
GFPdengan menggunakan mikroskop konvokal.

e Pengamatan integrasi mBP-hrGFP  pada sperma dengan mikroskop
konvokal

Setelah sperma dielektroporasi sebagian sperma diamati dalam mikroskop

konvokal, sedangkan sisanya untuk difertilisasi pada telur. Sperma yang akan
diamati diletakkan pada obyek glass dan kemudain diamati ekspresinya dibawah
mikroskop konvokal. Sperma yang terintegras GFP akan berpendar hijau.
Setelah itu dihitung jumlah sperma yang berpendar dibawah mikroskop konvokal
pada satu bidang pandang menggunakan handtally counter dan ditentukan
persentase sperma membawa transgen (PSMT) dengan rumus :

PSMT = X Sperma Teringrasi GFP sampai ke inti = x 100%
Y telur total

Selain perhitungan persentase sperma yang terbawa transgen, diamati pula
letak integasi gen GFP serta sebaran dan intensitasnya.
e Fertilisasi telur dan sperma hasil transgen
Sperma hasil elektroporasi kemudian difertilisasikan dengan telur. Fertilisasi
dilakukan dengan mencampurkan sperma transgen dengan 0,25 gr telur dengan
jumlah = 174 butir. Jumlah ini dirasa ideal untuk mewakili dan memudahkan

pengamatan. Setelah telur dan sperma dicampurkan kemudian diberikan



aquades (untuk mengaktifkan sperma) dan diaduk perlahan. Setealh dihitung
derajat fertilisasi dengan rumus :

Derajat Fertilisasi (DF) = X telur terbuahi  x 100%
2 telur total

e Pengamatan ekspresi mBP-hrGFP pada larva

Telur hasil fertilisasi diamati dibawah mikroskop konvokal. Tujuannya untuk
mengetahui apakah telur hasil fetilisasi tersebut tersisipi GFP atau tidak. Caranya
dengan mengambil 5-10 butir telur yang terbuahi secara acak sebagai sampel
dan kemudian diamati di mikroskop konvokal. Kemudain diamati letak
pendarannya dan dibandingkan dengan telur kontrol,. Selanjutnya dihitung
persentase embrio pembawa transgen dengan rumus:

Persentase embrio membwa transgen (PEMT) = Z embrio transgen  x 100%
2 embrio sampel

e Pengamatan ekspresi mBP-hrGFP pada larva

Setelah menetas, ekspresi gen pada larva juga perlu diamati. Dengan
melakukan pengamatan ekspresi gen pada larva maka dapat diketahui apakah
gen GFP masih terekspresi pada larva atau tidak. Pengamatan larva transgen
dilakukuan dengan menggunakan mikroskoop konvokal serta diamati pula letak
integritasinya pada larva. Kemudian dihitung persentase larva pembawa
transgen dengan menggunakan rumus:

Persentase larva pembawa transgen (PLMT) = X Larva transgen  x 100%
2 embrio sampel

3.6 Parameter Penelitian
3.6.1 Parameter Utama
Parameter utama dalam penelitian ini antara lain :
¢ Teridentifikasi atau tidaknya GFP pada sperma setelah dielektropoasi

pada mikroskop konvokal.



e Teridentifikasi atau tidaknya GFP pada embrio dan larva hasil fertilisasi

dengan sperma yang telah di elektroporasi.

3.6.2 Parameter Penunjang
Parameter penunjang dalam penelitian ini yaitu :
e Perubahan nilai motilitas dan viabilitas sperma

o Derajat fertilisasi (DF) =_ telur terbuahi  x 100%
2 telur total

e Derajat Penetasan (DP) =  telur menetas x 100%
2 telur terbuabhi




4. HASIL DAH PEMBAHASAN

4.1 Motilitas Sperma Kontrol Ikan Nilem (Osteochilus hasselti)

Motilitas sperma kontrol digunakan sebagai acuan dalam perbandingan bagi
sperma perlakuan. Semakin tinggi motilitas sperma kontrol, maka untuk
perlakuan selanjutnya semakin baik. Menurut Adewumi et al. (2005), kualitas
sperma bervariasi tergantung pada berbagai faktor eksternal seperti pemberian
pakan dan mutu makanan. Ciri-ciri fisik sperma yaitu berwarna putih susu dan
kental.

Dari hasil analisa persentase kualitas sperma ikan nilem yang digunakan terlihat
cukup baik, pada kontrol sebelum perlakuan sebesar 97% sedangkan pada
kontrol setelah perlakuan sebesar 76% . Menurut Paisal (2008), motilitas sperma
kurang dari 40% kurang baik dalam proses pembuahan telur yang menyebabkan
pembuahan tidak berhasil. Ditambahkan Cosson (2008), kecepatan sperma,
persentase motilitas merupakan parameter utama. Kualitas sperma yang
digunakan dalam perlakuan cukup baik.

Sperma ikan nilem dari tingkat persentase motilitas tersebut diatas hanya bisa
bertahan beberapa menit setelah di striping. Effendy (1997) menyatakan bahwa
kemampuan spermatozoa hidup secara normal setelah keluar dari testis hanya
berkisar antara 1-2 menit. Menurut Suquest (1994), di alam durasi moatilitas
sperma terjadi dalam periode yang sangat pendek pada ikan air tawar. Billard
(1990) menambahkan bahwa motilitas spermatozoa ikan dibatasi pada periode
detik dan menit karena adanya osmotic injury. Dalam menjaga daya tahan
sperma agar bisa digunakan dalam jangka waktu yang lama, maka perlu di
tambahkan larutan Fisiologis. Menurut Rustidja (1985), penggunaan larutan
fisiologis yang mengandung NaCl dan urea dapat mempertahankan daya hidup

spermatozoa antara 20-25 menit. Larutan NaCl fisiologis sering digunakan



sebagai bahan pengencer semen yang memberikan sifat buffer dan mampu
mempertahankan pH semen dalam suhu kamar (Isnaini, 2000).

Sperma di ambil sebanyak 0,5 ml per ekor dengan spuit yang dicampur dengan
larutan fisiologis, kemudian dimasukkan dalam appendorf yang ditempatkan
pada wadah yang berisi es, berfungsi untuk menstabilkan kondisi sperma.
Menurut Lygler et al. (1972), ketahanan hidup sperma dipengaruhi oleh
temperatur dan pada umumnya dapat hidup lebih lama pada temperatur rendah.
Taurin (1977) menyatakan pertimbangan utama dalam penyimpanan sperma,
yaitu terletak pada suhu tempat penyimpanan. Penyimpanan sperma dalam
temperatur rendah memegang peranan penting dalam reproduksi sel (Stoss dan
Holt, 1983).

Dalam menjaga kestabilan motilitas sperma, efektifitas penggunaan bahan
pengencer perlu diperhatikan. Menurut Hafez (2000), fungsi bahan pengencer
sebagai sumber energi, melindungi sperma terhadap kerusakan akibat
pendinginan yang cepat, mencegah pengaruh yang merugikan seperti perubahan
pH akibat terbentuknya asam laktat, mempertahankan tekanan osmotik dan
keseimbangan elektrolit, menghambat pertumbuhan bakteri, meningkatkan
volume semen sehingga dapat digunakan untuk inseminasi dan memproteksi sel

spermatozoa selama pembekuan.

4.2 Motilitas Sperma Ikan Nilem (Osteochilus hasselti) Hasil Elektroporasi

Pengamatan motilitas sperma perlakuan dilakukan untuk memperlihatkan kondisi
sperma setelah di elektroforasi dengan jumlah dan lama kejutan yang telah
diatur. Pengamatan motilitas sperma perlakuan hasil elektroporasi,
menggunakan persentase motilitas sperma dari satu bidang pandang lensa
mikroskop. Dari data yang diperoleh, dapat dikatakan bahwa elektroporasi

memberi pengaruh terhadap motilitas sperma. Nilai rerata persentase motilitas



yang dihasilkan pada sperma kontrol lebih besar daripada persentase motilitas
sperma hasil elektroporasi. Grafik persentase motilitas sperma ikan nilem dapat

dilihat pada gambar 4.13 dibawah.
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Gambar 4.13 Grafik Motilitas 100%

Dari grafik diatas, terlihat bahwa persentase motilitas tertinggi terdapat pada
perlakuan 1 ms 2x dengan persentase sebesar 85%. Sedangkan motilitas
terendah terjadi pada perlakuan 0,5 ms 4x dan 0,5 ms 6x dengan persentase
55%. Hasil analisa di atas menunjukkan pengaruh jumlah kejutan dan lama
kejutan mempengaruhi motilitas sperma, karena pada hasil yang diperoleh,
persentase motilitas mengalami kenaikan pada kisaran lama kejutan antara 0,5
ms hingga 1 ms dengan jumlah kejutan yang lebih rendah. Rols dan Justin
(1998) mengatakan bahwa durasi kejutan listrik yang lebih panjang memiliki
efisiensi permeabilisasi yang lebih tinggi serta banyaknya jumlah kejutan dapat
mengontrol penyerapan makromolekul ke dalam sel sehat, meski dalam durasi
(lama) kejutan yang singkat.

Semakin banyak jumlah kejutan, maka motilitas semakin menurun. Penurunan
tersebut akibat dari jumlah kejutan yang meningkat. Sehingga mengakibatkan

kematian yang cukup tinggi. Menurut Anonymous, (2006b), waktu antara masing-



masing kejutan dinamakan interval kejutan (interval pulse) yang telah tersetting
otomatis jumlah kejutan 1 dan interval kejutan 0, masing-masing dapat
disesuaikan dengan memasukkan lama dan frekuensi kejutan sesuai yang
dibutuhkan. Elektroporasi dengan perlakuan listrik voltase tinggi menyebabkan
permeabilitas tinggi untuk sementara pada membran sel dengan membentuk
pori-pori, sehingga DNA mudah penetrasi ke dalam protoplasma. Integritas
membran kembali membaik seperti semula dalam beberapa detik sampai
semenit setelah perlakuan listrik (Herman, 2009).

Penelitian ini menggunakan tegangan sebesar 40 V/cm, karena pada penelitian
soleha (2010), efektifitas penggunaan tegangan dalam elektroporasi sperma ikan
nilem sebesar 40 V/cm. Namun, jika tegangan yang digunakan cukup tinggi,
maka akan menyebabkan panas pada sel sehingga sel rusak bahkan mengalami
kematian. Weaver (1996) mengatakan, apabila tegangan yang diberikan
terhadap sperma terlalu besar maka dapat menyebabkan pembukaan pori-pori
yang terlalu lebar dan gagal untuk menutup seperti semula, sehingga dapat
mengakibatkan sel rusak atau pecah. Sedangkan Nakamura (2009)
menyebutkan, penggunaan tegangan listrik tinggi yang diberikan pada sampel
dapat menyebabkan panas yang bisa membunuh sebagian besar sampel yang
dielektroporasi. Sin et al. (1993), juga mengatakan bahwa pada tegangang
rendah persentase motilitas sperma mencapai 60%, sedangkan pada perlakuan
tegangan tinggi motilitas hanya mencapai 10%.

Dari hasil sidik ragam (lampiran 2) motilitas sperma ikan nilem hasil
elektroporasi, menunjukkan bahwa perlakuan Lama Kejutan (Pulse Lenght)
memberikan pengaruh berbeda nyata terhadap motilitas sperma ikan nilem
(Osteochilus hasselti) dengan nilai Sig. (0,011) < a yang berarti menerima H;
menolak H, Sedangkan pemberian lama kejutan (Pulse Number) juga

memberikan pengaruh berbeda nyata, dengan nilai Sig. (0,029) < a yang b yang



berarti menerima H; menolak Ho. Untuk mengetahui grafik interaksi motilitas

dengan Pulse lenght bisa dilihat pada grafik pada halaman berikut.
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Gambar 4.14 Hubungan Antara Lama Kejutan dan Motilitas

Dari grafik hubungan antara lama kejutan dan moatilitas diketahui bahwa nilai
motilitas semakin meningkat dengan penambahan lama kejutan. Dapat
disimpulkan bahwa perlakuan lama kejutan (Pulse length) 1 ms memberikan nilai
motilitas tertinggi daripada pemberian lama kejutan 0,5 ms. Dari tren umum yang
telah diamati menunjukkan bahwa kekuatan lama kejutan yang digunakan untuk
transfer gen lebih efisien jika dinaikkan dengan selang lama kejutan antara 0,5
ms hingga 1 ms untuk mendapatkan nilai optimal. Kejutan yang lebih dari satu
pada daya kejutan tampaknya lebih efisien dalam transfer gen (Sin, 2008).

Apabila membran plasma spematozoa sudah mengalami kerusakan, maka
metabolisme spermatozoa akan terganggu sehingga spermatozoa akan

kehilangan motilitasnya dan mengakibatkan kematian (Shimogiri, 2009).



Ditambahkan Agarwall et al. (2003), bahwa rusaknya membran sel akan
meningkatkan permeabilitas membran sel, sehingga bahan-bahan yang
semestinya tidak boleh melewati membran sel dapat secara bebas keluar masuk
sel dan akhirnya integritas sel spermatozoa terganggu. Karena keutuhan
membran plasma sangat berkorelasi dengan motilitas spermatozoa (Yu dan
Leibo 2002).

Analisa morfologi sperma yang telah dielektroporasi telah dilakukan dengan
mikroskop electron, menunjukkan bahwa pada umumnya terjadi kecacatan
karena terpisahnya ekor dengan filamen microtubule. Efisiensi transfer gen
tergantung pada kekuatan lamanya dan jumlah kejutan. Meskipun demikian,
kondisi saat elektroporasi harus tetap diperhatikan. Elektroporasi dengan
menggunakan metode “square wave”’ dapat menghantarkan rangkaian kejutan
lebih dari satu pada sel. Karena itu untuk efisiensi yang lebih tinggi dan agar
jaringan yang rusak lebih sedikit, penggunaan voltase yang rendah dan jumlah
kejutan yang minimum, serta penggunaan “square wave” generator disarankan
untuk elektroporasi (Shimogori, 2009).

Selain kualitas sperma, kualitas telur juga menentukan efisiensi daya tetas dan
survival rate dari fertilisasi buatan, telur yang sudah matang mempunyai kualitas
baik dengan adanya “oil droops” yang harus diketahui dulu sebelum elektroporasi
dilakukan  (Chen, 2002). Jadi, bisa dikatakan kualitas sperma yang baik

menentukan keberhasilan perlakuan elektroporasi.

4.3. Mortalitas Sperma lkan Nilem (Osteochillus hasselti)

Mortalitas adalah jumlah individu yang mati yang tercatat menurut satuan waktu
atau persentase individu yang mati terhadap jumlah total individu (Lumenta,
2000). Pengamatan mortalitas sperma kontrol juga sangat penting dilakukan

sebelum elektroporasi, karena akan dibandingkan dengan persentase sperma



hidup yang di elektroporasi. Pada penelitian ini yang dimaksud dengan sperma
kontrol yaitu sperma yang tidak diberikan kejutan listrik, pengamatan sperma
kontrol dilakukan 2 kali, yaitu sebelum dan sesudah di elektroporasi. Nilai
mortalitas sperma kontrol sebelum elektroporasi didapatkan sebesar 47,05% dan
nilai mortalitas kontrol sperma setelah elektroporasi didapatkan sebesar 29,41%
(lampiran 16). Dari hasil anlisa menunjukkan, persentase mortalitas sperma
kontrol sebelum perlakuan lebih besar dibandingkan sesudah perlakuan. Hal ini
menunjukkan kestabilan kualitas sperma selama penyimpanan pada suhu
rendah. Karena sperma mengalami shock effect saat proses striping sebelum di
aklimatisasi dengan suhu rendah. Menurut Wira (2007), motilitas sperma sangat
bergantung terhadap lingkungan. Seperti; suhu, larutan pengencer serta
ketepatan dalama penanganan sperma.

Proses penanganan sperma dengan cara, sperma distriping kemudian
dimasukan pada appendorf dan ditempatkan pada wadah yang berisi es batu
agar kondisi sperma tetap stabil, seperti pernyataan Stoss (1983), bahwa suhu
yang rendah dapat menstabilkan kondisi fisika-kimia sperma selama perlakuan
Sedangkan tolihere (1981) menambahkan bahwa kemampuan hidup (viabilitas)
spermatozoa dipengaruhi oleh suhu dan secara umum akan bertahan lebih lama
dalam suhu yang rendah.

Untuk mengetahui nilai mortalitas pada sperma kontrol perlu dilakukan
pewarnaan sel sperma. Pewarnaan pada sel sperma menggunakan pewarna
eosin negrosin, dimana eosin berfungsi sebagai penanda sel-sel mati,
sedangkan negrosin digunakan untuk memberikan warna pada latar belakang.
Apabila spermatozoa tersebut mati, maka permeabilitas membran meninggi,
terutama didaerah pangkal kepala dan hal ini merupakan dasar pewarnaan
sperma yang membedakan spermatozoa yang hidup dan spermatozoa yang mati

(Tang dan Afandy, 2001). Sedangkan menurut Revay et al. (2004) teknik



pewarnaan sel dapat menentukan morfologi dan integritas membran meliputi
morfologi, sperma normal, daya tahan hidup dan keutuhan akrosom. Untuk
menentukan sperma yang hidup dan mati dapat dilihat pada gambar 4.15 di

bawah.
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Gambar 4.15 Sperma Ikan Nilem dengan Pewarnaan Eosin Negrosin

Seperti yang ditunjukkan pada gambar di atas, sperma hidup ditandai dengan
warna transparan, sedangkan sperma yang mati berwana agak kemerahan
(menyerap warna) dan menggumpal. Perhitungan persentase ini bertujuan untuk
mengetahui nilai mortalitas sperma. Menurut Suarni (2009), Mortalitas sperma
ditentukan dengan cara menghitung jumlah sperma yang hidup dari 100 sperma
yang dihitung dan hasilnya dinyatakan dalam persen. Semakin besar jumlah
mortalitas sperma, maka kemampuan untuk menembus lubang mikropil juga
semakin tinggi (Hidayaturronmah, 2007).

Dari gambar sperma, diketahui bahwa panjang total sperma ikan nilem

(Osteochilus hasselti) + 7,75 um dengan lebar kepala + 2,25 pm (Lampiran 15).



Sedangkan menurut Anonymous (2009k) sel sperma mempunyai ukuran panjang
keseluruhan 50 — 60 um, dimana terdiri dari dua bagian yaitu bagian kepala dan
ekor. Dimensi kepala dengan panjang 4 - 5 ym, lebar 2,5 - 3,5 ym, dengan rasio
antara panjang dan lebar yaitu 1,50 — 1,75 pm.

Hasli perhitungan konsentrasi sperma sebesar 1,7 x 10° sel/ml (lampiran 14).
Perhitungan konsentrasi sperma dilakukan dengan mengencerkan sperma murni
sebanyak 10 pl dengan menambahkan larutan fisiologis sebanyak 990 pl.
Sehingga pengenceran yang digunakan adalah 1000 ul. Karena ukuran sperma
yang sangat kecil maka digunakan perhitungan pada kotak terkecil yang memiliki
ukuran 1/256 mm? . Ciri-ciri fisik sperma yaitu berwarna putih susu dan kental.
Ginzburg (1972) menyatakan jumlah spermatozoa tiap cc minimum 23,8 x 10°
sel/ml, maksimum 25,6 x 10° sel/ml dengan rata-rata 24,7 x 10° sel/ml.

4.4 Viabilitas Sperma Perlakuan lkan Nilem (Osteochilus hasselti)
Hubungan viabilitas sperma dengan mortalitas berbanding terbalik, karena

semakin rendah nilai mortalitas maka nilai viabilitas semakin tinggi. Pengamatan
viabilitas (daya tahan hidup) sperma dilakukan dengan cara mencatat waktu
mulai bergerak lamban, bergerak berputar ditempat (reservoir), berdenyut lemah
sampai tidak berdenyut lagi atau mati.

Perhitungan viabilitas sperma perlakuan digunakan untuk menentukan nilai
persentase kualitas hidup sperma yang digunakan untuk fertilisasi, serta
efektifitas integrasi GFP pada embrio sampai larva. Viabilitas tertinggi sperma
ikan nilem terjadi pada perlakuan 0,5 ms 4x sebesar 64,99 %. Sedangkan
persentase yang terendah terjadi pada perlakuan 1 ms 2x sebesar 20,85%.

Grafik viabilitas sperma bisa di amati pada gambar di halaman berikut.
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Gambar 4.16 Viabilitas Perlakuan Sperma Ikan Nilem

Pemberian lama kejutan (Pulse lenght) mempengaruhi nilai viabilitas
sperma. Jadi, semakin banyak jumlah kejutan, maka nilai viabilitas semakin
menurun akibat kerusakan membran. Menurut Weaver (1993), menyatakan
bahwa kerusakan membran spermatozoa akan berdampak pada membran yang
pada awalnya mempunyai sifat permeabel tidak mampu lagi menyeleksi keluar
masuknya zat, yang pada saat dilakukan uji warna eosin negrosin zat tersebut
bisa masuk ke dalam plasma. Ditambahkan oleh Yulham (2007), permukaan
spermatozoa dibungkus oleh suatu membran lipoprotein. Apabila spermatozoa
tersebut mati maka permeabilitas membrannya meninggi, terutama di daerah
pangkal kepala dan hal ini merupakan dasar pewarnaan sperma yang
membedakan spermatozoa yang hidup dengan spermatozoa yang mati. Untuk
mengetahui nilai statistik viabilitas, maka dilakukan analisa sidikk ragam yang
bisa diamati pada lampiran 3.

Berdasarkan hasil perhitungan analisis sidik ragam diperoleh bahwa
perlakuan jumlah kejutan (Pulse Number) tidak memberikan pengaruh berbeda

nyata terhadap viabilitas sperma, karena hasil Sig. (0,154) > a. Sedangkan lama



kejutan (pulse lenght) memberikan nilai berbeda sangat nyata dengan nilai Sig.

(0,007) < a yang berarti menerima H; menolak Ho. Hubungan antara viabilitas dan

lama kejutan dapat dilihatpada grafik dibawat. R
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Gambar 4.17 Grafik Hubungan Antara Lama Kejutan dan Viabilitas Sperma

Dari Grafik pada halaman sebelumnya, diketahui bahwa terjadi penurunan nilai
viabilitas (tingkat kehidupan) dengan adanya penambahan lama kejutan (Pulse
length). Jadi dapat disimpulkan bahwa perlakuan terbaik dengan menggunakan
lama kejutan (Pulse length) 0,5 ms karena nilai viabilitas (tingkat kehidupan)
tinggi. sedangkan perlakuan 1 ms nilai viabilitasya rendah. Shimogori (2008)
menyatakan bahwa peningkatan nilai mortalitas dapat terjadi karena pori-pori
membran akan lebih lama menutupnya jika digunakan voltase yang tinggi dan
lama kejutan yang panjang. Kondisi ini dapat menyebabkan pori membran sel
tidak dapat menutup kembali sehingga sel akan mati.

Pada kejutan 4 kali, terjadi penurunan setengah dari kekuatan kejutan, sehingga
akan berkurang panasnya pada kejutan keempat (Anonymous, 2009j). Hukum
joule yang pertama menyebutkan bahwa satuan tekanan listrik atau pemanasan

adalah proporsional terhadap waktu resistensi “square wave”. Akibat pemanasan



ini biasanya dapat menyebabkan kematian sel selama elektroporasi, karena
kenaikan suhu yang berlebihan, dan ini merupakan efek yang tidak dapat
dihindari. Secara fisika, efek elektroporasi pada membran sel dapat
menyebabkan partikel asing masuk. Setelah itu, terjadi pengurangan besarnya
kejutan listrik yang akan berlanjut dengan perpindahan partikel asing melewati
pori yang terbuka ketika elektroporasi selama menghasilkan panas yang secara
signifikan menurun panasnya. Sebagai contoh, penurunan setengah dari
kekuatan kejutan akan berkurang panasnya pada kejutan keempat (Anonymous,
2009j).

Nilai viabilitas tertinggi terjadi pada perlakuan 0,5 ms 4x , sedangkan yang
terendah terjadi pada perlakuan 1 ms 2x. Penurunan viabilitas pada perlakuan
dapat terjadi karena pori-pori membran akan lebih lama menutupnya dengan
menggunakan lama kejutan 1 ms. Kondisi membahayakan ini dapat
menyebabkan pori membran sel tidak dapat menutup kembali, sehingga sel akan
mati (Shimogori, 2008) dan juga bisa disebabkan tegangan yang diberikan
terhadap sperma dapat menyebabkan pembukaan pori-pori yang terlalu lebar
dan gagal untuk menutup seperti semulal, sehingga menyebabkan sel rusak
atau pecah dan hal ini memicu kerusakan pada membran atau selaput sperma
(Weaver, 1996).

Penurunan nilai viabilitas dapat juga disebabkan oleh kenaikan suhu selama
proses elektroporasi, hal ini mungkin terjadi karena sperma tercampur dengan
Na-fisiologis (mengandung ion) dan juga dapat disebabkan pendinginan cuvette
kurang maksimal. Untuk meningkatkan resistansi sampel dapat dilakukan
dengan cara 1) mengurangi temperatur sampel, 2) mengurangi kadar ion pada
pengencer, 3) mengurangi volume cairan dalam cuvette pada kasus media
dengan resistansi rendah. Sehingga apabila sperma banyak mengandung ion,

maka resistansi dari sperma meningkat sehingga waktu pemberian tegangan



semakin lama (pulse length) sehingga suhunya meningkat yang menyebabkan
sperma mati (Anonymous, 2006a). Dengan demikian, mempertahankan suhu
selama elektroporasi akan menjadi sangat penting bagi proses elektroporasi
(Anonymous, 2006b). Selain itu suhu juga berperan penting dalam viabilitas, dan
ini dipercaya mempengaruhi efisiensi elektroporasi. Andreason and Evans
(1989), menyatakan bahwa inkubasi sel dalam es memperpanjang pori-pori sel

membran membuka kembali dan meningkatkan daya viabilitas sel.

4.5 Fertilitas Ikan Nilem (Osteochilus hasselti)

Fertilitas adalah kemampuan sperma ikan untuk membuahi telur. Menurut
Effendie (1997) fertilisasi merupakan proses bergabungnya inti spermatozoa
dengan inti telur sitoplasma sehingga membentuk zigot. Fertilitas merupakan
persentase keberhasilan proses penyatuan sel gamet jantan dan sel gamet
betina

untuk membentuk satu sel (zigot).

Untuk mengetahui nilai daya fertilitas ikan nilem Lebih jelasanya bisa diamati

pada grafik persentase daya fertilitas pada gambar 4.18 dibawabh.
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Berdasarkan hasil perhitungan jumlah telur yang terfertilisasi oleh sperma,
didapatkan nilai tertinggi pada perlakuan lama kejutan 0,5 ms dan jumlah kejutan
4x sebesar 50,43% , sedangkan yang terendah terjadi pada perlakuan 1 ms dan
jumlah kejutan 6x sebesar 18,07%. Dapat disimpulkan bahwa, suatu proses
elektroporasi mempengaruhi kualitas dari sperma saat melakukan proses
fertilisasi. Menurut Bakker et al. (2006), fertilitas pada ikan tergantung pada
jumlah dan kualitas sperma. Perbedaan kemampuan fertilisasi berkaitan dengan
beberapa faktor seperti perbedaan motilitas sperma, ukuran sperma, kecepatan
dan laju metabolisme.Untuk mengetahui pengaruh daya fertilitas sperma
perlakuan terhadap telur ikan nilem, maka dilakukan analisa sidik ragam dengan
hasil ditunjukkan pada Lampiran 4.

Hasil perhitungan sidik ragam daya fertilitas menunjukkan Sig. perlakuan pulse
length berbeda nyata terhadap daya fertilitas ikan nilem (Ostheochilus hasselti),
dengan nilai Sig. (0,022) < a yang berarti menerima H; menolak Hy, Sama halnya
dengan lama kejutan (pulse number) memberikan nilai berbeda nyata terhadap
fertilitas ikan nilem (Osteochilus hasselti), dengan nilai Sig.(0,010) < a yang
berarti menerima H; menolak H,. Grafik interaksi fertilitas dengan lama kejutan

bisa diamati pada gambar di dawah ini.
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Gambar 4.19 Grafik Hubungan Jumlah Kejutan Daya Fertilitas

Dari gambar 4.19 diketahui bahwa terjadi penurunan nilai daya fertilitas seiring
dengan penambahan lama kejutan (Pulse length) serta penambahan jumlah
kejutan (pulse number). Pemberian lama kejutan (Pulse length) 0,5 ms
memberikan nilai daya fertilitas tertinggi daripada lama kejutan 1 ms. Pada
sperma yang dielektroporasi akan mengurangi kemampuan viabilitas dan
fertilitas sperma. Karena pada saat analisa sperma yang dielektroporasi
menggunakan mikroskop elektron ditemukan ekor sperma yang putus sampai ke
mikrotubule filament (Sin et al., 1993).

Jumlah kejutan (Pulse number) juga memberikan pengaruh terhadapa daya
fertilitas. Namun pada jumlah kejutan tertinggi terjadi penurunan daya fertilitas.
Diketahui bahwa perlakuan jumlah kejutan (Pulse number) 4x memberikan nilai
daya fertilitas tertinggi dan terendah pada jumlah kejutan 6x.

Jika dibandingkan dengan rata-rata sperma kontrol maka terjadi penurunan
daya fertilitas. Salah satu permasalahan fertilisasi pada budidaya ikan air tawar
adalah rendahnya tingkat fertilisasi dari spermatozoa di dalam air serta daya
tahan sperma menurun setelah di elektroporasi. Hal ini mengakibatkan
banyaknya sel telur yang tidak terbuahi secara sempurna (Masrizal dan Efrizal,
1997). Kang et al. (1999), menyatakan bahwa morfologi sperma yang telah
dielektroporasi tereduksi menjadi lebih tipis. Bahwasanya pola lamanya sperma
motil, daya fertilisasi dan daya tetas, sama dengan yang telah ditunjukkan oleh
tingginya daya fertilitas dan daya tetas setelah perlakuan elektroporasi (Collares,
2010).

Rusaknya membran sel akan meningkatkan permeabilitas membran sel,
sehingga bahan-bahan yang semestinya tidak boleh melewati membran sel

dapat secara bebas keluar masuk sel dan akhirnya integritas sel spermatozoa



terganggu (Agarwall et al., 2003). Namun menurut Sin (2001), bahwasanya
motilitas sperma ikan merupakan parameter kelangsungan hidup sperma, yang
akan menurun dengan semakin meningkatnya tegangan dan lama kejutan. Akan
tetapi kelulushidupan dari embrio yang dibuahi dengan sperma yang telah
dielektroporasi dan sperma yang tanpa dielektroporasi tidak tampak perbedaan.
Pada penelitian ini menggunakan 25 pl sperma yang telah dielektroporasi
dengan rata-rata jumlah sperma 1,7 x 10° sel/ml yang digunakan untuk
membuahi 0,1 gram telur dengan jumlah telur £ 100 butir. Hal ini menunjukkan
bahwa motilitas sperma yang menurun masih dapat digunakan untuk membuahi
telur dengan ditunjang jarak sperma dan telur yang relatif dekat (dalam wadah
cawan petri) serta dalam proses fertilisasi cawan petri digoyang-goyang untuk
membantu letak sperma agar lebih dekat dengan telur, kemudian ditambah air
untuk mengaktifasi pergerakan sperma untuk membuahi telur. Menurut
Hidayaturronmah (2007), kondisi motilitas slow progressive mempunyai
kemampuan untuk menembus lubang mikropil cukup lemah, pembuahan bisa
saja terjadi apabila jarak antara spermatozoa dan sel telur sangat dekat.
Rendahnya pembuahan spermatozoa dalam fertilisasi buatan ini juga
disebabkan oleh aktivitas spermatozoa yang relatif singkat (Nurman, 1998). Hal
tersebut dapat disebabkan oleh singkatnya waktu viabilitas dan motilitas dari
spermatozoa, sehingga kemampuan spermatozoa untuk menembus lubang
mikropil pada sel telur rendah.

Banyak parameter yang dipergunakan untuk mengetahui biologi sperma,
walaupun parameter motilitas biasanya digunakan untuk perkiraan kualitas dan
daya fertilitas sperma (Cambeyron dan Zohar, 1990). Motilitas sperma dan daya
fertilitas sperma merupakan parameter yang penting ketika digunakan untuk
membandingkan sperma yang berbeda dan menilai kemampuannya untuk

membuahi (fertilisasi) (Billard et al., 1997).



Pembuahan satu telur hanya membutuhkan satu spermatozoa bagian kepalanya
masuk ke dalam telur melalui mycropyle, sedangkan bagian ekornya tetap
berada tertinggal di luar. Cytoplasma dan chorion merenggang dan semakin
tersumbat yang akan segera menutup mycropyle untuk menghalangi masuknya
spermatozoa lainnya. Sumantadinata (1983), mengatakan, setelah memasuki
telur, inti spermatozoa mulai membesar dan kromosomnya mengalami
perubahan sehingga memungkinkan untuk berhimpun dengan kromosom dari sel

telur fase awal pembelahan.

4.6 Daya Tetas Telur Ikan Nilem (Osteochilus hasselti)

Tingkat penetasan telur berhubungan erat dengan tingkat pembuahan telur.
Sesuai dengan yang dinyatakan Oyen et al. (1991) bahwa daya tetas telur selalu
ditentukan oleh tingkat pembuahan, kecuali ada faktor lingkungan yang
mempengaruhinya, selanjutnya Masrizal dan Efrizal (1997), melaporkan bahwa
derajat penetasan telur akan menurun dengan semakin menurunnya derajat
pembuahan telur atau sebaliknya derajat penetasan akan meningkat dengan
semakin meningkatnya derajat pembuahan.

Telur yang sudah terfertilisasi dan diamati perkembangannya hingga menetas
sekitar 20-30 jam, menunjukkan analisa presentase daya tetas didapatkan data
pada gambar 4.21. Hasil analisa grafik, nilai tertinggi terdapat pada lama kejutan
0,5 ms dan jumlah kejutan 2x sebesar 30,56% dan nilai paling rendah terdapat
pada lama kejutan 6 ms dan jumlah kejutan 2 x sebesar 12,25 % Persentase
daya tetas mengalami penurunan seiring dengan laju pertumbuhan telur yang
sudah dibuahi. Hal tersebut berkaitan dengan kemampuan telur menerima GFP
yang sudah terintegrasi dengan sperma. Menurut Tsai (2000), konsentrasi DNA
yang digunakan untuk elektroporasi sperma mempengaruhi perbandingan daya

tetas dan perbandingan transfer gen.
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Gambar 4.20 Daya Tetas Telur Ikan Nilem

Dari nilai di atas, diketahui bahwa nilai persentase daya tetas cukup rendah.
Rendahnya daya tetas, diduga disebabkan oleh beberapa faktor antara lain
pengaruh goncangan air sewaktu perhitungan fertilitas dan aliran air yang terlalu
besar pada wadah inkubasi. Sesuai dengan peryataan Affandi dan Tang (2000)
bahwa guncangan air dapat menurunkan keberhasilan fertilitas dan daya tetas
telur. Selain itu menurut Yustina (2003) keberhasilan pembuahan sangat
tergantung pada kualitas dan kuantitas sperma.

Selama proses gametogenesis, suhu sangat penting untuk keberhasilan
pemijahan dan daya hidup telur. Kjorsvik et al., (1990) menyimpulkan bahwa
suhu penting untuk kualitas telur yang baik seperti pada ikan mas. Umumnya
persentase penetasan ikan secara normal berkisar antara 50-80 % (Richter dan
Rustidja, 1985). Rendahnya derajat penetasan telur ikan mas dapat disebabkan

oleh beberapa faktor, antara lain: kualitas telur, kualitas air media inkubasi



(penetasan). Untuk mengetahui nilai sidik ragam pada daya tetas ikan nilem
(Ostheochilus hasselti) bisa dilihat pada lampiran 5.

Hasil perhitungan sidik ragam menunjukkan untuk perlakuan (lama kejutan)
Pulse Lenght berbeda nyata, dengan nilai Sig. (0,010) < a yang berarti
menerima H; menolak Hy Sedangkan untuk perhitungan Pulse Number (lama
kejutan) tidak berbeda nyata, dengan niali Sig (0,723) < a, yang berarti menerima
H; menolak Hoy. Interaksi Daya tetas dengan lama kejutan dapat dilihat pada

gambar 4.21 di halaman berikut.
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Gambar 4.21 Hubungan Antara Lama Kejutan dan Daya Tetas

Hubungan antara Lama kejutan dan daya tetas menunjukkan adanya penurunan
persentase seiring dengan meningkatnya lama kejutan (pulse lenght). Jadi
semakin tinggi lama kejutan, maka semakin rendah daya tetasnya (Hatching
rate). Menurut Yustina (2003) keberhasilan pembuahan sangat tergantung pada
kualitas dan kuantitas sperma. Daya tetas meningkat ketika tekanan osmotik

berbeda diterapkan pada sel sperma, yang menunjukkan bahwa elektroporasi



tidak berpengaruh pada HR. Survival rate lebih rendah ketika voltase kejutan
dinaikkan. Menurut Tsai (2000), daya tetas embrio yang berasal dari fertilisasi
hasi perlakuan elektroporasi sperma, menunjukkan penurunan secara drastis
seiring penambahan voltase. Dia juga menambahkan bahwa hanya sedikit
perbedaan daya tetas telur antara yang dibuahi dengan sperma elektroporasi
dan sperma kontrol hanya selisih 4% lebih besar pada sperma kontrol. Selain itu,
Kekurangan oksigen merupakan salah satu penyebab adanya kematian pada

telur atau embrio yang sedang berkembang (Woynarovich dan Horvath, 1980).

4.7 Ekpresi Gen GFP

4.7.1 Ekpresi Gen GFP pada Sperma lkan Nilem (Ostechillus haselti)
Ekspresi gen GFP pada sperma perlakuan menunjukkan intensitas dan

integrasi GFP yang berbeda, sehingga bisa diketahui perlakuan elektroporasi

optimal pada sperma . Lebih jelasnya dapat dilihat pada gambar 4.22 dibawah.
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Gambar 4.22 Grafik Integrasi GFP Pada Inti Sperma

Pada grafik di atas menunjukan jumlah kejutan dan lama kejutan mempengaruhi
kemampuan GFP masuk sampai ke inti sperma. Dilihat persentase tertinggi
terjadi pada perlakuan 0,5 ms 6x sebesar 53,25%. Sedangan yang terendah

terjadi pada perlakuan 0,5 ms 2x sebesar 11,11%. Sehingga bisa dikatakan,



semakin banyak jumlah kejutan yang diberikan, maka integrasi GFP ke inti
sperma semakin besar. Hal ini menunjukan lama kejutan mempengaruhi
integrasi GFP ke dalam sperma. Rols dan Justin (1998) menyebutkan bahwa
lama kejutan merupakan faktor yang sangat penting untuk kesuksesan
transfeksi. Persentase Integrasi GFP pada sperma bisa dilihat pada tabel 4.6 di

halaman berikutnya.

Tabel 4.1 Persentase Integrasi GFP pada Inti Sperma

PERLAKUAN | Sitoplasma | Inti | TOTAL % Sperma Rerata %
Terintegrasi
0,5ms 2x ul 0 0 0 0 11,11
0,5 ms 2x u2 14 4 18 22,22
0,5 ms 4x ul 27 20 47 42,55 33,03
0,5 ms 4x u2 39 12 51 23,52
0,5 ms 6x ul 23 20 43 46,51 53,25
0,5 ms 6x u?2 4 6 10 60
1 ms 2x ul 18 6 27 22 19,69
Ims 2x u2 19 4 23 17,39
Ims 4x ul 0 0 20 0 32,5
Ims 4x u2 9 13 20 65
Ims 6x ul 0 0 43 0 21,29
Ims 6x u2 31 23 54 42,59

Tabel diatas merupakan nilai persentase dari integrasi GFP ke dalam inti

sperma. Dimana, jumlah kejutan sangat mempengaruhi efektifitas integrasi GFP

ke dalam inti sperma. Pengamatan integrasi GFP hingga ke inti sperma bisa

diketahui dengan indikasi pendaran warna oranye, dengan melihat gambar

dengan potongan (slicing) pada setiap perlakuan dengan perpaduan warna dari

GFP dan Propidium lodine pada bagian tepi dan tengah (Gambar 4.23),

dihalaman berikut.




Gambar 4.23 Integrasi Sperma pada Perlakuan 0,5 ms 6x
A. Irisan pada Bagian Tepi Sperma
B. Irisan pada Bagian Tengah Sperma

Gambar diatas menunjukkan sperma ikan nilem yang terintegrasi dengan GFP.
Pada gambar A di tandai dengan potongan pada tepi menunjukkan GFP masuk
pada sitoplasma, sedangkan pada gambar B disampingnya merupakan potongan
sperma pada tengah, menunjukkan adanya GFP yang masuk hingga ke inti
dengan ditandai warna oranye menyala. Menurut Teissie” dan Ramos (1998),
fusi sel tergantung pada jumlah kejutan. Pada kejutan lebih dari dua, fusi dari sel
memiliki nilai yang tinggi yaitu 80% dan dari hasil pengamatan memiliki pengaruh
yang maksimal. Ditambahkan pula oleh Anonymous (2009m) pada kejutan 4 kali,
terjadi penurunan setengah dari kekuatan kejutan sehingga akan berkurang
panasnya pada kejutan keempat. Jadi, jumlah kejutan memberikan pengaruh
terhadap integrasi sperma hingga masuk ke inti sperma

Warna oranye pada pewarnaan sperma, akibat dari perpaduan antara warna
GFP (hijau) dengan PI (merah). Semakin oranye sperma tersebut, maka semakin
besar integrasi GFP ke inti. Propidium iodide (Pl) adalah pewarna berpendar
yang disisipkan didalam tepi asam nukleus. Sehingga, penggunaannya cukup
luas untuk menilai sel mati atau untuk menentukan muatan DNA dalam analisa
sel (Anonymous, 1999). Garner dan Lawrence (1995) menemukan bahwa
kombinasi bahan pewarna DNA yaitu SYBR14 dan Propidium lodide (PIl) dapat
digunakan untuk memperkirakan perbandingan sperma hidup dan mati pada
sampel perlakuan sperma segar dan yang diawetkan. Dengan penambahan PI,
nucleus sperma mati terwarnai dengan warna merah. Beberapa sperma yang
hampir mati, terwarnai dengan warna keduanya (hijau dan merah). Proses

integrasi GFP pada sperma bisa dilihat pada lampiran 9.



Pengamatan intensitas GFP menentukan berapa besar nilai pendaran yang
terjadi pada sperma di setiap perlakuan. Pengamatan intensitas GFP pada
sperma secara lengkap bisa diamati pada lampiran 7. Untuk analisa sperma
kontrol, ditemukan adanya sedikit intensitas pendaran GFP sebesar 500 Arbitary
(Gambar 2.24). Meskipun tidak dilakukan proses elektroporasi, namun masih ada
sedikit pendaran hijau, yang merupakan autoflourescence. Autofluorescent
adalah pendaran alami (biasanya terlihat pada kultur jaringan hidup), sebagian
besar terdiri atas flavins dan porphyrins serta pada tumbuhan yaitu klorofil
(Anonymous, 2009I). Menurut Diningrum (2011), adanya autoflourescence juga

terdapat pada sperma ikan mas.

Gambar 4.24 Ekspresi Sperma Kontrol dengan Perbesaran 2400x
A. Tampilan sperma pada Mikroskop Inverted
B. Tampilan sperma pada Layar Flourescense
C. Grafik Intensitas Sperma Kontrol
Hasil analisa intensitas pendaran GFP pada sperma yang mencapai inti
didapatkan hasil terbaik pada perlakuan 0,5 ms 6x, persentase integrasi GFP

mencapai 53,25 % dengan intensitas sebesar 1900 Arbitary (Gambar 4.25)

Sedangkan hasil yang terendah terjadi pada perlakuan 0,5 ms 2x persentase



integrasi GFP sebesar 11,11 % dengan intensitas sebesar 650 Arbitary (Gambar
4.26). penampilan warna pada gambar intensitas sperma menunjukkan nilai yang
berbeda. Warna biru menunjukkan intensitas rendah, warna hijau menunjukkan

intensitas sedang, dan warna kuning menunjukkan intensitas tinggi.

Gambar 4.25 Ekspresi Sperma pada Perlakuan 0,5 ms 6x Perbesaran 2400x
A. Tampilan Sperma pada Mikroskop Inverted
B. Tampilan Sperma pada Mikroskop Flourescence
C. Grafik Intensitas Pendaran GFP
Semakin banyak jumlah kejutan, maka integrasi GFP ke inti semakin besar. Hasil
tersebut sesuai dengan pernyataan sin (1998), bahwa lama kejutan dan jumlah
kejutan yang tinggi lebih efektif untuk transfer gen dengan DNA konsentrasi
rendah . Teissie’ dan Ramos (1998) mengatakan, fusi sel tergantung pada
jumlah kejutan. Pada kejutan lebih dari dua, fusi dari sel memiliki nilai yang tinggi

yaitu 80% dan dari hasil pengamatan memiliki pengaruh yang maksimal terhadap

kenaikan jumlah kejutan.Ditambahkan Symonds et al. (1994), bahwa efisiensi



DNA pada elektroporasi sperma bergantung pada Voltase, jumlah kejutan dan
konsentrasi DNA

Ekspresi GFP pada sperma dengan perlakuan 0,5 ms 2x, menghasilkan
integrasi GFP ke sperma kurang maksimal. Ditunjukkan pada grafik 4.26 dengan

penampilan warna kuning sebagai intensitas tertinggi sebesar 650 Arbitary.

Gambar 4.26 Ekspresi GFP pada Perlakuan 0,5 ms 2x Perbesaran 2400x

A. Tampilan Sperma pada Mikroskop Inverted

B. Tampilan Sperma pada Mikroskop Flourescence

C. Grafik Intensitas Pendaran GFP
Andreason dan Evans (1988), menyatakan bahwa efektifitas transfer gen melalui
elektroporasi bergantung pada jumlah kejutan dan parameter biologi. Sehingga
efektifitas integrasi GFP hingga ke inti sperma bergantung pada jumlah kejutan,
lama kejutan dan konsentrasi GFP. Semakin banyak jumlah kejutan, maka
semakin besar GFP yang masuk ke inti sperma.

. Nilai intesitas pendaran terendah terjadi pada perlakuan 0,5 ms 2x. Lebih

jelasnya bisa diamati pada gambar 4.27 di halaman berikut. Dengan demikian,



pada pengamatan intensitas pendaran GFP menunjukkan, elektroporasi dengan
perlakuan 0,5 ms 6x menghasilkan intesitas pendaran lebih besar, sedangkan
perlakuan 0,5 ms 2x hasil pendaran GFP kecil. Untuk mengetahui perhitungan
analisa sidik ragam, dapat dilihat pada lampiran 6. Hasil dari analisa sidik ragam
menghasilkan nilai perlakuan pulse length Sig. (0,575) > a, sedangkan (pulse
number) dengan Sig. (0,424) > a , yang berarti keduanya tidak memberikan
pengaruh berbeda nyata atau menerima H, menolak H;. Sehingga bisa
dikatakan, penggunaan metode elektroporasi dengan perlakuan Lama kejutan
dan jumlah kejutan yang berbeda, cukup efektif dalam integrasi GFP pada

sperma.

4.7.2 Ekspresi Gen GFP pada Embrio Ikan Nilem (Ostheochilus hasselti)

Intensitas GFP dalam embrio mengalami perubahan seiring pertumbuhan oosit
menjadi larva yang siap menetas. Pada gambar 4.27, yaitu pada embrio kontrol
masih menunjukkan adanya ekspresi GFP sebesar 800 Arbitary , hal ini masih
menunjukkan adanya Autoflourescence. Autofluorescent adalah pendaran alami,
sebagian besar terdiri dari flavins dan porphyrins. Pada hasil penelitian Prausnitz
et al. (1993) pada perlakuan kontrol menunjukkan bayangan dengan pendaran
lemah, hal tersebut disebabkan oleh kombinasi autofluorescent, latar belakang
dari ikatan permukaan fluorescence. intensitas pendaran GFP pada embrio bisa

dilihat pada lampiran 10 dan 11.
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Gambar 4.27 Ekspresi Embrio Kontrol dengan Perbesaran 50x

A. Tampilan Embrio pada Mikroskop Inverted

B. Tampilan Embrio pada Mikroskop Flourescence

C. Grafik Intensitas Pendaran GFP
Hasil pendaran tertinggi terjadi pada perlakuan 0,5 ms 4x, dengan intensitas
sebesar 3950 Arbitary (4.28). Sedangkan pendaran terendah terjadi pada

perlakuan 1 ms 4x dengan intensitas sebesar 1200 Arbitary (Gambar 4.29).

-

Gambar 4.28 Ekspresi Embrio Perlakuan 0,5 ms 4x Perbesaran 50x

A. Tampilan Embrio pada Mikroskop Inverted

B. Tampilan Embrio pada Mikroskop Flourescence

C. Grafik Intensitas Pendaran GFP
Perbedaan intensitas GFP pada tiap embrio, salah satunya akibat dari
perbedaan perlakuan pada sperma sebelum fertilisasi. Selain itu penggunaan
marker dalam penelitian ini adalah GFP sangat sesuai untuk diaplikasikan pada
sperma ikan (Power et al., 1995). pada penelitian (Maclean dan Penman,1990)
menyebutkan, jika sebuah konstruksi DNA terintegrasi pada sel, semua jaringan
pada tiap sel sedikitnya akan membawa gen baru. Namun seiring

berkembangnya spesies, gen tersebut akan mengalami penurunan . (Buchanan

et al,, 2001) menambahkan, penggunaan marker (gen penanda) yang sesuai



untuk transfer gen pada jaringan termasuk embrio, dimana beberapa sel
menunjukkan resistensinya pada DNA pilihan, tapi yang lainnya mengalami
kematian. Jadi bisa dikatakan, perbedaan intenstas pendarn GFP pada embrio
akibat perbedaan perlakuan elektroporasi serta kualitas dari embrio tersebut ntuk
berkembang.

Samarsik et al. (2002) menunjukan bahwa sekitar 50% daya tetas telur yang
sudah dielektroporasi, hanya sekitar 5-10% hewan membawa DNA bertahan

hingga berumur 4 bulan.
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Gambar 4.29 Ekspresi Embrio Perlakuan 1 ms 4x Perbesaran 50x

A. Tampilan Embrio pada Mikroskop Inverted

B. Tampilan Embrio pada Mikroskop Flourescence

C. Grafik Intensitas Pendaran GFP
Hasil pengamatan menunjukkan, hampir semua embrio terindikasi adanya GFP.
Karena embrio ikan nilem cukup besar, maka perbesaran pada mikroskop
konvokal menggunakan perbesarn 50x. Dari hasil analisa data, menunjukkan
bahwa GFP mampu terekspresi pada embrio hingga menghasilkan warna hijau
akibat protein gugus cromophore. Data intensitas GFP pada embrio dapat dilihat
pada lampiran 10.

Menurut Prasher (1995), GFP adalah protein unik dari 238 asam amino yang

terbentuk oleh chromophore dari tiga asam amino dalam struktur asli dan



berbeda dengan molekul bioluminescent lainnya, beroperasi bebas dari faktor
yang mendukung. Menurut Cubitt et al. (1995) chromophore dibentuk atas
modifikasi dari serin, dehydrotyrosine dan glisin pada posisi 65-67 dalam

rangkaian polypeptida.

4.7.3 Ekspresi Gen GFP pada Larva Ikan Nilem (Ostheochilus haseltii)

Pengamatan ekspresi gen GFP dilakukan untuk mengetahui intensitas pendaran
GFP setelah telur menetas. Pada umumnya efektifitas GFP yang sudah
terintegrasi di sperma mengalami pengurangan seiring pertumbuhan sel telur
yang terfertilisasi hingga telur menetas. Pada larva kontrol masih menunjukkan
adanya sedikit pendaran GFP, hal itu disebabkan adanya sedikit autoflouescence
(gambar 4.30). Sehingga bisa dipastikan pada larva perlakuan terjadi pendaran

GFP. Untuk mengetahui hasil keseluruhan pengamatan intensitas GFP pada

larva, dapat dilihat pada lampiran 12.

Gambar 4.30 Pendaran GFP pada Larva Kontrol Perbesaran 50x
A. Bagian Kepala dan Perut
B. Bagian Ekor
Intensitas pendaran GFP pada sperma kontrol pada bagian kepala dan
badan sebesar 2900 Arbitary, sedangkan pada bagian ekor mencapai 1800
Arbitary. Pada larva perlakuan, intensitas pendaran tertinggi terjadi pada

perlakuan 0,5ms 6x pada kepala dan perut sebesar 3300 Arbitary , sedangkan

ekor sebesar 2300 Arbitary (gambar 4.31).



Pendaran yang terjadi pada perlakuan 0,5 ms 6x menunjukkan intensitas
GFP pada kepala dan perut lebih besar dari pada bagian ekor. Pada bagian
kepala dan perut terdapat banyak jaringan saraf maupun organ yang merupakan
bagian paling dominan dalam pengikatan GFP. Sedangkan pada bagian ekor
hanya sedikit jaringan dan pembuluh darah. Menurut Megason dan McMahon

(2000), efisiensi ekspresi GFP pada jaringan lebih banyak terjadi pada jaringan

sel saraf dan mata hinga mencapai lebih dari 95%.

Gambar 4.31 Pendaran GFP pada Larva Perlakuan 0,5 ms 6x Perbesaran 50x

A. Bagian Kepala dan Perut
B. Bagin Ekor

Pendaran terendah terjadi pada perlakuan 1 ms 2x dengan intensitas pada
kepala dan perut sebesar 2500 arbitary sedangkan pada ekor sebesar 2300

arbitary (gambar 4.32).

Gambar 4.32 Pendaran GFP pada Larva Perlakuan 1 ms 2x Perbesaran 50x

A. Bagian Kepala dan Perut
B. Bagian Ekor

Hasil analisa pendaran GFP pada larva perlakuan menunjukkan, pada usia
30 jam ekspresi GFP masih tampak. Hal tersebut menandakan pengaruh dari
kualitas konstruksi gen, berupa konstruksi plasmid sirkuler dengan g-actin

medaka sebagai promoter dan hrGFP sebagai gen target. Promoter merupakan



salah satu faktor penentu dalam teknologi transgenesis (Fariduddin, 2009).
Sedangkan menurut (Alimuddin, 2009), promoter sebagai regulator ekspresi gen
merupakan salah satu faktor yang mempengaruhi keberhasilan transgenesis.

Penggunaan promoter ini sesuai dengan kebutuhuan spesies yang dipakai dalam
transfer gen karena memiliki keunggulan. Menurut Volckaert (1994), promoter [3-
actin memiliki beberapa sifat yang terkait dengan aktifitas elemen-elemennya
yaitu constitutive, ubiquitous dan house keeping . Constitutive berarti promoter ini
mampu aktif tanpa membutuhkan faktor pemicu seperti rangsangan hormon atau
rangsangan suhu. Promoter (-actin bersifat ubiquitous (terdapat dimana-mana)
artinya dapat aktif pada semua jaringan otot. Sedangkan bersifat house keeping

berarti promoter B-actin dapat aktif kapan saja bila diperlukan (Purwanti, 2007).

4.8 Kualitas Air

Masa pemeliharaan telur selama pertumbuhan dilakukan pada bak inkubator
yang sudah disterilisasikan sebelumnya, baik alat maupun bahan yang
digunakan dalam pengamatan pertumbuhan telur ikan nilem. Selain itu, kondisi
kualitas air juga diperhatikan dalam proses penetasan telur ikan nilem.

Kualitas air mempengaruhi pertumbuhan dan kelangsungan hidup biota air yang
dipelihara, oleh karena itu, kualitas air harus berada pada kondisii optimum.
Dengan demikian perubahan kualitas air harus selalu dipantau. Agar perubahan
kualitas air diketahui (Ghufran dan Andi, 2002). Kualitas air yang diukur pada
penelitian ini meliputi suhu, pH dan DO. Secara keseluruhuan nilai kualitas air
masih berada pada kisaran normal yang mendukung kehidupan ikan nilem.

a. Suhu

Selama masa inkubasi pada bak inkubator, pengukuran suhu dilakukan selama 2
kali pada pukul 06.00 dan 15.00. Untuk menjaga kestabilan suhu, dipasang 3

buah heater pada sekitar bak penampungan. kisaran suhu air yang diperoleh



berubah-ubah. Yaitu antara 27°C sampai 28°C pada pagi hari, sedangkan pada
sore hari sekitar 28°C sampai 30°C.

b. pH

Nilai pH didefinsikan sebagai negatif logaritma dari konsentrasi ion hidrogen dan
nilai asam yang ditunjukkan dengan nilai 1 s/d 7 dan basa 7 s/d 14. (Goldman
dan Horne,1983). Nilai pH pada bak inkubator berkisar antara 7,56 sampai 7,61.
c. DO (Oksigen Terlarut)

Kandungan DO yang ada pada bak inkubator antara 4,42 sampai 5,80 mg/I.
Pescod (1973), menyatakan bahwa kandungan oksigen terlarut 2 mg/L dalam
perairan sudah cukup untuk mendukung kehidupan biota akuatik, asalkan
perairan tersebut tidak mengandung bahan-bahan yang bersifat racun
sedangkan Banarjea (1967), mneyatakan bahwa perairan dengan oksigen
terlarut lebih dari 7 mg/L adalah tergolong produktif. Kordi (2007) menambahkan,

konsentrasi oksigen yang baik dalam budidaya perairan adalah antara 5-7 ppm .



5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan  hasil penelitian yang telah dilakukan, kesimpulan yang

didapatkan antara lain :

Pemberian kejutan 40 volt dengan lama kejutan (Pulse lenght) dan jumlah
kejutan (Pulse number) memberikan pengaruh motilitas dengan nilai tertinggi
sebesar 85% pada perlakuan 1 ms 2x, sedangkan, nilai viabilitas terbaik pada
perlakuan 0,5 ms 4x sebesar 64,99%, sedangkan daya fertilitas nilai tertinggi
terjadi pada perlakuan 0,5 ms 4x sebesar 50,43%, namun kualitas daya tetas
menurun sebesar 30,56% pada perlakuan 0,5 ms 2x.

Transfer GFP dengan metode elektroporasi menghasilkan pendaran intensitas
sperma tertinggi pada perlakuan 0,5 ms 6x sebesar 1900 arbitary, pada
embrio nilai tertinggi terjadi pada perlakuan 0,5 ms 4x sebesar 3950 arbitary
serta larva nilai tertinggi sebesar 3300 arbitary pada kepala dan perut,
sedangkan pada bagian ekor sebesar 2300 dengan perlakuan 0,5 ms 6x.
Integrasi GFP pada sperma dengan nilia tertinggi pada perlakuan 0,5 ms 6x
sebesar 53,25%

Kualitas air pada bak inkubator berada pada kisaran normal. Untuk suhu 27-

30 °C, pH 7,61 sedangkan DO sebesar 4,42 sampai 5,80 mg/l.

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan,dapat disarankan bahwa

pada proses pembuatan ikan transgenik berdasarkan metode elektroporasi

sebaiknya menggunakan tegangan 40 volt, lama kejutan 0,5ms dan jumlah

kejutan 6x dengan konsentrasi DNA (GFP) 60 ng sebagai gen marker.
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Lampiran 2:Uji Normalitas dan Analisa Data Motilitas (%) Ikan Nilem

(Osteochilus hasselti)

e Uji Normalitas Perlakuan Elektroporasi pada lkan Nilem (Ostheochillus

hasselti)
Ekspresi | Lama [Jumlah
Motilitas| Viabilitas | Fertilitas HR GFP |Kejutan|Kejutan
N 12 12 12 12 12 12 12
Normal Mean |69.17 [44.0217 |38.1208 [22.2192 |28.4817 |1.50 [2.00
Parameters® Std.
Devia|13.114 [1.71005E1 |1.21563E1 [9.76630 |22.78647|.522 |.853
tion
Most  Extreme Absol| .., |57 201 161 170 331|213
Differences ute
Sgs'“ 174 |.217 136 161 170 331|213
R'/Zgat 2212 |-101 -.201 -128  |-148  |-331 |-.213
Kolmogorov-Smirnov Z ].735 751 .696 .557 .587 1.146 |.737
Asymp. Sig. (2-tailed) |.652 |.626 718 916 881 145 648

+ Dari analisa data uji normalitas didapatkan hasil sebaran normal pada semua

perlakuan

% Tabel Motilitas lkan Nilem (Ostheochillus hasselti)

Perlakuan Ulangan
Lama Kejutan | Jumlah Kejutan 1 5 Total Rata2
Pulse Length | Pulse Number

B1 80 70 150 75
Al B2 60 50 110 55

B3 60 50 110 55

B1 80 90 170 85
A2 B2 80 70 150 75

B3 80 60 140 70
Total - - 830 -




Lampiran 2 (Lanjutan)

Analisa Sidik Ragam Motilitas

Sumber Keragaman JK df KT F Sig.
Corrected Model 1391.667% 3 463.889 7.422 .011
Intercept 57408.333 1 57408.333| 918.533 .000
LamaKejutan 675.000 1 675.000 10.800 .011
jumlahKejutan 716.667 2 358.333 5.733 .029
Error 500.000 8 62.500

Total 59300.000 12

Corrected Total 1891.667 11

a. R Squared =,736 (Adjusted R Squared = ,637)

% Motilitas

Grafik Motilitas
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Lampiran 3: Analisa Data Viabilitas (%) Sperma lkan Nilem (Osteochilus

hasselti)(%)

Perlakuan Ulangan
Lama Kejutan | Jumlah Kejutan 1 5 Total Rata2
Pulse Length Pulse Number
B1 24,71 55,73 80,44 | 40,22
Al B2 31,81 38,18 69,99 | 34,99
B3 58,04 57,23 115,27 | 57,63
Bl 80,51 77,77 158,28 | 79,14
A2 B2 54,54 60,00 114,54 | 57,27
B3 69,81 63,15 132,96 | 66,48
Total - - 671,48 | -
Analisa Sidik Ragam Viabilitas
Sumber KEragaman JK df KT F Sig.
Corrected Model 2222.904% 3 740.968 5.965 .019
Intercept 23254.886 1 23254.886| 187.203 .000
LamaKejutan 1631.467 1 1631.467 13.133 .007
jumlahKejutan 591.436 2 295.718 2.381 154
Error 993.783 8 124.223
Total 26471.572 12
Corrected Total 3216.686 11

a. R Squared =,691 (Adjusted R Squared = ,575)

Grafik Viabilitas
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2%

4x
G

70.00+

60.00

50.00+

% Viabilitas

40.00

30.00

20,00

T T
02ms 1ms

LamaKejutan



Lampiran 4: Daya Fertilitas Sperma Ikan Nilem (Osteochilus hasselti)(%)

Perlakuan Ulangan
Lama Kejutan | Jumlah Kejutan Total Rata2
1 2
Pulse Length | Pulse Number
Bl 48,50 | 44,53 | 93,03 46,51
Al B2 46,97 | 53,90 | 100,87 | 50,43
B3 45,45 | 23,48 | 68,93 34,46
B1 38,12 | 41,12 | 79,24 39,62
A2 B2 45,00 | 34,23 | 79,23 39,61
B3 19,84 | 16,31 | 36,15 18,07
Total - - 457,45 | -
Analisa Sidik Ragam Fertilitas
Sumber Keragaman JK df KT F Sig.
Corrected Model 1238.034% 3 412.678 8.520 .007]
Intercept 17438.375 1 17438.375  360.029 .000
LamaKejutan 387.717 1 387.717 8.005 .022
jumlahKejutan 850.317 2 425.159 8.778 .010
Error 387.489 8 48.436
Total 19063.898 12
Corrected Total 1625.523 11

a. R Squared =,762 (Adjusted R Squared = ,672)

Grafik Daya Fertilitas
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Lampiran 5: Daya tetas Telur lkan Nilem (Osteochilus hasselti) (%)

Perlakuan Ulangan
Lama Kejutan | Jumlah Kejutan 1 5 Total Rata2
Pulse Length | Pulse Number
B1 32,30 | 28,82 | 61,12 | 30,56
Al B2 22,85 | 36,23 | 59,08 | 29,54
B3 38,18 | 17,12 | 55,30 | 27,65
Bl 11,11 | 18,18 | 29,29 14,64
A2 B2 24,44 | 13,15 | 37,59 18,79
B3 12,00 | 12,50 | 24,50 12,25
Total - - 266,88 | -

Analisa Sdik Ragam HR (Daya TEtas)

Sumber Keragama JK df KT F Sig.
Corrected Model 626.098" 3 208.699 3.946 .053
Intercept 5924.296 1 5924.296 112.020 .000
LamaKejutan 590.382 1 590.382 11.163 .010
jumlahKejutan 35.715 2 17.858 .338 .723
Error 423.089 8 52.886

Total 6973.483 12

Corrected Total 1049.186 11

a. R Squared =,597 (Adjusted R Squared = ,446)

Grafik HR (Daya Tetas)
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hasselti) (100%)

Lampiran 6: Ekspresi Gen GFP pada Inti Sperma Ikan Nilem (Osteochilus

Perlakuan Ulangan
Lama Kejutan | Jumlah Kejutan Total Rata2
1 2
Pulse Length | Pulse Number
Bl 0 22,22 | 22,22 11,11
Al B2 42,55 | 23,52 | 66,07 33,03
B3 46,51 | 60 106,51 | 53,25
B1 22,00 |17,39| 39,39 19,69
A2 B2 0 65 65 32,5
B3 0 42,59 | 42,59 21,29
Total - - 341,78 | -
Analisa Sidik Ragam Ekspresi GFP
Sumber KEragaman JK df KT F Sig.
Corrected Model 1257.585% 3 419.195 .753] .551
Intercept 9734.464 1 9734.464 17.485( .003
LamaKejutan 190.563 1 190.563 .342| 575
jumlahKejutan 1067.023 2 533.511 .958| .424
Error 4453.872 8 556.734
Total 15445.922 12
Corrected Total 5711.458 11

a. R Squared =,220 (Adjusted R Squared = -,072)

Grafik Ekspresi GFP
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Lampiran 7. Hasil Pengamatan Fluoresensi Sperma dengan Mikroskop

Konfokal (perbesaran 2400x)

No | Perlakuan | DIC | GFP P
1 i .
2 0,5 ms 2x
ulangan 1
3 0,5 ms 2x
ulangan 2
4 0,5 ms 4x
\ .
5 0,5 ms 4x
% .




0,5 ms 6x
ulangan 1

7 0,5 ms 6x
ulangan 2
8 1 ms 2x
ulangan 1
9 1 ms 2x
ulangan 2
10 |1 ms 4x

ulangan 1




11

1 ms 4x
ulangan 2

12 |1 ms 6x
ulangan 1
13 |1 ms 6x
ulangan 2
14 | Kontrol Il




Lampiran 8. Analisa Intensitas Pendaran GFP pada Sperma

No | Perlakuan

Grafik intensitas

1 Kontrol |
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3 | 0,5ms 2x
ulangan 2
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1 ms 6x
ulangan 1
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13 1 ms 6x
ulangan 2

14 | Kontrol Il

saaEUEEEaERARAEEEAE

1550

290

Keterangan :

= Intensitas tinggi

= Intensitas sedang

= Intensitas rendah




Lampiran 9. Hasil Pengamatan Daerah Integrasi GFP pada Sperma dengan

Mikroskop Konfokal

No | Perlakuan
2 0,5 ms 2x
ulangan 1
3 (05 ms 2x
ulangan 2
4 0,5 ms 4x
ulangan 1
5 0,5 ms 4x

ulangan 2

Tepi

Tengah

Persentase Integritas
hingga inti

0% (pendaran sperma
hanya mennjukkan warna
merah menyala)

22,22 %

42,55 %

23,52 %




0,5 ms 6x
ulangan 1

46,51%

60 %

22,00 %

17,39 %

7 0,5 ms 6x
ulangan 2
8 1 ms 2x
ulangan 1
9 1 ms 2x
ulangan 2
10 |1 ms 4x
ulangan 1

0 % (Pendaran sperma
hanya menunjukkan warna
merah menyala)




65%

11 |1 ms 4x
ulangan 2

12 |1 ms 6x
ulangan 1

13 |1 ms 6x

ulangan 2

0% (pendaran sperma
hanya menunjukan warna
merah)

42,59 %




Lampiran 10. Hasil Pengamatan Fluoresensi Embrio (perbesaran 50x)

No Perlakuan | Tampilan GFP | Tampilan DIC

1 Kontrol |

2 0,5 ms 2x
ulangan 1

3 0,5 ms 2x
ulangan 2

4 0,5 ms 4x
ulangan 1




0,5 ms 4x
ulangan 2

0,5 ms 6x
ulangan 1

0,5 ms 6x
ulangan 2




1 ms 2x
ulangan 1

9 1 ms 2x
ulangan 2

10 1 ms 4x
ulangan 1

11 1 ms 4x

ulangan 2




12

1 ms 6x
ulangan 1

13

1 ms 6x
ulangan 2

14

Kontrol Il




Lampiran 11. Hasil Analisa Intensitas Pendaran GFP pada Embrio

No Perlakuan | Grafik Intensitas

1 Kontrol |

0,5 ms 2x
ulangan 1

0,5 ms 2x
ulangan 2

LaunERaEaRaRED

Nilai Intensitas
tertinggi

3800

(Terjadi diluar sperma)

3850

2500




0,5 ms 4x T
ulangan 1
0,5 ms 4x 3800
ulangan 2
0,5 ms 6x 3700
ulangan 1




0,5 ms 6x
ulangan 2

1 ms 2x
ulangan 1

1 ms 2x
ulangan 2

iEgakEEaREaER

RTTTILII L LI

3800

2600

1700




10 |1 ms 4x

1200
ulangan 1

unHHnﬂHRHHiihlﬁaﬁﬂﬂii;ﬁ

11 |1 ms 4x

2000
ulangan 2

L qlueapaEERalEaE

12 1 ms 6x

3000
ulangan 1

L augRRRAREBAHEEEE




13 1 ms 6x
ulangan 2

14 Kontrol Il

_aHEEERaRERaERRRRER

3400

4000

Keterangan :

= Intensitas tinggi

= Intensitas sedang

= Intensitas rendah




Lampiran 12. Ekspresi GFP pada Larva

Perla | Ulang | Kepala Perut
-kuan | -an

Kontrol

0,5ms | 1

2X




0,5ms

4x




0,5ms |1
6X
0,5ms

2
6X

1
1ms
2X




1ms
4X




Ims

6X 1

Ims

6X




Lampiran 13. Hasil Analisa Intensitas Pendaran GFP pada Larva

Perla- | Ulang | Kepala Ekor
kuan | -an

Kontrol
2900 1800
1
0,5ms
2X
2
0,5ms | 1
4x
3400 2000




0,5ms | 2
4x
3300 2250
1
0,5ms
6X
3600 3400
2
3600 2300
Ims 1
2X




1ms
2X

2500

2300

3300

Ims
4x

3900

2300

2600

3400




1ms 1
6Xx
2700 2700
Ims 2
6X
3600 2650
Keterangan :

= Intensitas tinggi

= Intensitas sedang

= Intensitas rendah




Lampiran 14. Perhitungan Konsentrasi Sperma lkan Nilem (Osteochilus
hasselti)

Perhitungan konsentrasi sperma dilakukan dengan mengalikan hasil yang
diperoleh dari penjumlahan pada seluruh 5 bidang pandang kemudian dikalikan
dengan 256 dan dibagi 5, karena pengamatan dilakukan pada 5 bidang pandang
yang masing-maing memiliki luasan 1/256 mm®. Setelah itu dikalikan dengan 10*
karena volume haemocytometer pada luasan 1 mm?® adalah 0,1 mm* Sehingga
bila dikonversikan pada ml maka diperoleh 10™. Langkah berikutnya dikalikan
dengan faktor pengencerannya yaitu 100x. Secara lebih jelasnya dapat dilihat

pada perhitungan dibawah ini :

Konsentrasi sperma = 5—? x16x10* x10°

=1724,8 x 10°

= 1,7 x 10° sel/ml



Lampiran 15: Ukuran Dimensi Sel Sperma

o Ukuran Dimensi Sperma Ikan Nilem (Ostheochilus Haseltii)

Rata-rata panjang sperma lkan Nilem (Ostheochilus hasselti) adalah 7,7um

e Dimensi Ukuran Besaran Kepala Sperma Ikan Nilem (Ostheochilus
hasselti) (Perbesaran 2400x)

Rata-rata diameter kepala sperma ikan Nilem adalah 2,25 pum



Lampiran 16: Data Mortalitas Sperma lkan Nilem (Ostheochilus hasselti)

Rumus Mortalitas:

spermamati

> total sperma

x100%

NO | PERLAKUAN MATI HIDUP TOTAL RATA-RATA% | Rerata %
1 PRA 120 135 255 47,05 47,05
2 0,5ms 2x ul 22 67 89 24,71 40,22
3 0,5 ms 2x u2 68 54 122 55,73

4 0,5 ms 4x ul 56 120 176 31,81 34,99
5 0,5 ms 4x u2 42 68 110 38,18

6 0,5 ms 6x ul 166 120 286 58,04 57,63
7 0,5 ms 6x u2 87 65 152 57,23

8 1 ms 2x u2 62 15 77 80,51 79,14
9 1ms 2x u2 70 20 90 77,77

10 | Ims4xul 120 100 220 54,54 57,27
11 | Ims4xu2 150 100 250 60,00

12 | Ims6xul 185 80 265 69,81 66,48
13 | 1ms 6x u2 60 35 95 63,15

14 | K post 50 120 170 29,41 29,41




Lampiran 17 : Data Viabilitas Sperma lkan Nilem (Ostheochilus hasselti)

Perlakuan | Jam mulai | Jam terakhir | Selang waktu Rerata waktu

pengamatan | pengamatan

(mati)

Kontrol | 09.00 10.34 94 menit 94 menit
0,5 ms 2x* | 09.10 10.25 75 meit 69 menit
0,5ms 2x*> | 9.23 10.20 63 menit
0,5ms 4x* | 10.24 11.02 42 menit 74,5 menit
0,5 ms 4x*> | 10.26 11.11 65 menit
0,5 ms 6x* | 10.27 11.28 61 menit 50,5 menit
0,5ms 6x° | 10.35 11.15 40 menit
1 ms 2x* 10.37 11.25 48 menit 54 menit
1 ms 2x° 10.37 11.27 60 menit
1 ms 4x* 10.40 11.40 60 menit 68,5 menit
1 ms 4x° 10.43 12.00 77 menit
1 ms 6x* 10.46 11.26 40 menit 55 menit
1 ms 6x° 10.50 12.00 70 menit
Kontrol Il 11.00 13.03 123 menit 123 jam




