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Dengan memaniat puji syukur kehadlrat Allah SWT, atas limpahan rahmat dan
hidayah-Nya penulls dapat menyelsalkan laporan penelltian yang berjudul : Studi
Ekspresl Gen Hormon Perturibuhan ikan Tilapia (Oreochromis Niloticus) Pada lkan
Lele {Clarias Spp) Dalam Pambuatan Jkan Tranegenik

Tullsan Inl menyajlkan pokok-pokok bahasan yang meliputi hal-hal yang telah
dihasitkan pada tahun pertama yaltu ; proses optlmasl tegangan gene pulser sebagal
sarana trasfer gen, metode untuk melakukan trasfer gene dengan metode elektroporasi
dengan sperms sebagal vektornya. Selain itu dalam tulisan ini juga menampifkan hasil

analisa ekspresi gen GFP /DNA pada embrio, larva serta Interaksi GFP dengan sperma

ikan lele.
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Ir. ABDUL RAHEM FAQIH, MSI. : Studl ekspresl Gen Hormon Pertumbuhan
lkan Tilapla {Orechromis Nlloticus) Pada lkan Lele ( Clarlas Spp) Dalam

Tujuan penelitian pada tahun pertama ini untuk mengetahui 1) Optimasi
tegangan dalam transfer gen (GFP), 2) Interaksi gen GFP dengan sperma ikan
lele, 3) Ekspresi gen GFP dalam embrio dan larva sebagai gene reporter, 4)
efektifitas promoter (mBP) ikan medaka dalam sperma ikan lele Penelitian ini
dilaksanakan di Laboraturium Biologi dan Reproduksi |kan (Laboraturium
Breeding) Fakultas Perikanan dan limu Kelautan serta di Laboraturium Sentral
limu Hayati (LSIH) Universitas Brawijaya Malang, Jawa Timur, Laboratorium

Genetika Fak.perikanan dan [Imu Kelautan {PB.
Metode yang digunakan dalam penelltian ini adalah metode eksperimen .

Untuk mencapai tujuan penelitian ini, maka akan dilakukan tahapan-tahapan
penelitian sebagal berlkut :Tahap | : 1) Perbanyakan konstruksi gen konstruksi
gen m8P = GFP, m2P- TIGH (IPB,Bogor), 2) Aklimatisasi dan pemeliharaan
induk jantan dan hetina lkan Lele (Clarias sp., 3) Pengambilan Sperma dan
Telur ikan Lele, 4) Analisa Kuaiitas Sperma ( metilitas, viabiltas, fertilitas): Tahap
I ; 1) Optimalisasi Tegangan (V) Terhadap sperma {metilitas, viabilitas, Fertilitas),
2) Optimaslisasi konsentrasi DNA konstruksi, 3) Analisa Interaksi sperma- mBP
— GFP,4) Analisa ekspresi GFP dalam embrie dan larva lkan lele dengan
menggunakan mikroskop konvokal.

Hasil pengamatan pada sperrna sebsium dilakukan kejutan menggunakan
tegangan listrik yang berbeda, diketahui jumlah sel sperma adaiah +5,6x10°
sel/m! (£5,6x10° sel/ul) dengan tingkat motilitas sebesar 80% dan tingkat
viabilitas sebesar 85%. Hasil psneiitian menunjukkan bahwa pemberian kejutan
listrik dengan tingkat voltase yang berbeda berpengaruh nyata terhadap metilitas
sperma namun tidak berpengaruh nyata terhadap daya fertilisasi dan viabilitas
sperma serta daya tetas telur Hasil uji BNT menunjukkan bahwa perlakuan A (40
V/em) memberikan hasil motilitas terbalk sebesar 40%, diikuti oleh perlakuan B
(160 Viem), C (280 Vicm), D (400 Viem), E (520 Vicm) masing-masing sebesar
30%, 28,33%, 23,33%, 18.33%. Berdasarkan analisis polynomial orthogonal,
hubungan antara perlakuan tegangan dengan hasil motilitas sperma berbantuk
linier dengan persamaan yanu 39.198 + (-0,04)x dengan R?*=0933 danr =
0,966. Semakin tinggl tegangan yang diberikan maka semakin rendah motilitas
sperma yang dihasilkan. Dengan kondisi tegangan 40 v dan konsentrasl GFP 90
ng/ul telah memperlihatkan bahwa sperma sebagai vektor transfer gen telah
memperlihatkan hasil positip, dimana telur yang dibuahi dengan sperma hasil
elektroporasi tersebut telah menghasilkan embrioc dan larva yang
mengekspresikan GFP pada hampir jaringan tubuhnya. Sedangkan intergaksi
GFP dengan sperma sebagian besar posisinya pada posterior kepala sperma.

Pengamatan kualltas air selama penelitian yang meliputi suhu, pH dan DO
masih dalam batas kisaran yang dapat menunjang proses penetasan telur,
dengan nilai rata-rata suhu berkisar antara 24-25' C, pH berkisar antara 7-8,5

dan DO berkisar antara 1,25-3,5 mgfi.



EXCUTIVE SUMMARY

ABDUL RAHEM FAQIH : 'Study on Gene expression of Tiiapia in Making
Trangenlc Clarias spp”.

The research aims to know ; 1) optimation of voltage to transfer GFP, 2)
GFP-Sperm Interaction. 3) Expression of G-P in embrio and Larvae as gene
transfer, 4) effective of promoter. The research was conducted at LS3iH
Universitas Brawijaya, Breeding and Genetic Laboratory of Fisheries Faculty and
Marine Science Brawijaya University, Reproduction and Genetics Laboratory,
Fisheries Faculty and Marine Science, Agricultural of Bogor University.

The method is exprimental, and work steps were - Step | : 1) Cloning of
gene Construction, 2) take ovary and catfish sperm, 3) aclimatation and rearing
of cathfish broostock, analysis sperm quality, step Hl : optimation of voltage to
sperm, 2) optimationof DNA concentration, 3) Analysis of interaction sperm-GFP,
4) analysis of GFP expression in embrio and larvae, based on cenvocal
microscope.

The used sperm dencity was 5,6 x 10e callfml, and motility proecentase is
60%, and viability level is 85 % The result was that voltage influentials
significanntly to motility, but not to viability. The 40 v gives the b&st motility level,
40%. The correspondenship of voltage and motility was clearly difined as
equation below: Y = 39, 198-0,04x, R2 = 0,933, r = 0.966. the higher voltage can
down sperm motility. The combination of 40 v and 90 ng/ul resulted that sperm as
gene transfer vector, where gpsrm was still ability to fertilize ovum, which was
GFP was expressed almost at all body of embrio and larvae, Interaction of GFP

and sperm was in head posterior d sperm.
The media quality was still support to embrio and larvae life, temperature :

24-250C,; pH7-85,D01,25" 3,
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BAB |
PENDAHULUAN
11 Latar belakang

Kebutuhan mansnia akan ikan |€le setiap waktu semakin meningkat seiring kesadaran
manusia untuk mengkonsumsi bahan panggan bergizi, harga terjangkau seluruh lapisan
masyarakat, Produktivitas ikan Lele belum mampu mengimbangi permintaan pasar
domestik yang makin meningkat. Hal tersebut tidak lepas dari adanya kendala tingkat
pertumbuhan induk yang relatif lambat. Kelangkaan induk bermutu dengan tingkat
pertumbuhan cepat belum terpenuhi, padabal kebutuhan benth bermutu semakin
meningkat..

Kecepatan pertumbuhan ikan |ele sangat dipengamhi oleh aktifitas gen hormon
pertumbuhan yang mengendalikan lgju pertumbuhan. Untuk meningkatkan |gju
pertumbuhan ikan Lele tersebut dapat dilakukan dengan teknologi transgenik dengan
metode elektroporasi telur dan sperma.. Karena menurut Kang et a/ (1990) se! sperma
dapat digunakan sebagai media untuk transfer gen (DNA) ke dalam telur, Selanjutnya
dikatakan bahwa prosedur teknik elektroporas ini lebih mudah dibandingkan
mikroinjeksi. Dan menurnt Tsai et al. (1995) laju penggabungan DNA dalam transfer gen
dengan teknik elektroporasi ini bisa mencapai 50%. Untuk itu dirasaY perlu dilakukan
penelitian transfer gen hormon pertumbuhan pada ikan |ele dengan spenna sebagai media

untuk memasukkan gen hormon pertumbuhan dengan menggunakan metode

elektroporasi,



Salah satu penditian DNA rekombinan yang potensial Untuk dikembangkan di
Indonesia addah penggunaan hormon pertumbuhan (Growth hormmone) untuk
meningkatkan laju pertumbuhan ikan. Dan diantara yang perlu menjadi pertimbangan
penting dalam aplikasi teknologi ini adalah konstruksi gen, termasuk di dalamnya
promoter dan metode yang digunakan untuk transfer gen tersebut. Untuk itu perlu
dilakukan penelitian trandfer gen hormon pertumbuhan pada i kan Iele dengan spetma
Ssbagal media (vektor) untuk memasukkan Qgen hormon pertumbuban dengan
menggunakan metode elekiroporas. Karena padasisi lain penelitian transgenik pada ikan
lele (Clarias spp.) dengan menggunakan metode elektroporas terhadap sperma ikan
sebagal media transfer gen masih belum dilakikan di Indonesia dan relatif mudah
dibandingkan metode lainnya.

Namun demikian untuk melakukan proses transfer gen pertumbuhan, terlebih dahulu
perlu dilakukan suatu tahspan penelitian yang mampu mendeteks tingkat keberhasilan
dari suatu transfer gen dengan menggunakan genereporter (gen marker). Saah satu gen
marker yang biasa digunakan dalam kajian transgenesis adalah gen GFP yaita gen yang
mengkodekan protein yang berpendar hijau dan dapat divisualisasikan menggunakan
miktoskop flourescent (Chou d at., 2001; Ath-Thar, 2007) atau sebagai gen target seperti
ddam pembuatan ikan hias berpendar yang berwarna-warna (Gong et d., 2002).
Keberadaan gen mi di dalam sel tidek akan membabayakan sel, keuntungan dari gen ini
adalahti dk memerlukan perlakuan khusus padajaringan dan penambahan subtrat untuk
vistialisasi, dan ekspresinya dapat terdeteksi sampai ke tingkat sal dengan menggunakan

sinar \\\/ (Chalfei dalam Lyengar et al, 1996).



BAB 11
STUDI PUSTAKA
21 | kan Ld e ( Clarias spp)

Ikan |ele merupakan salah satu jenis tkan ar tawar yang ditargetkan oleh pemerintah
sebagai ikan konsumsi masyarakat. Jenis i kan |ele yang banyak terdapat pada masyarakat
saat ini ini adalah | kan lele dumbo (Clariassp.). Rustidja (1999) mengatakan ikan |ele
duthbo menipakan fkan hibrida antara iken lele yang berasal dari Tawan (Clarias
Fuscus) dengan ikan lele Afrika (Clarias gareipinus). Hasil persilangan m kemudian
diintroduksi ke Indonesia sekitar tahun 1986. Karena pertambuhan tubuhnya yang lebik
cepat dibandingkan dengan ikan lele Lokal (Clarias bathracus). |kan |dle tersebut
termasuk ke dalam famili Claridae dengan ciri-ciri khas mempunyal aat pernafasan
tambghan yang terletak di bagian depan rongga insang yang mermngkinkan i kan lele

mengambil oksigen langsung dari udara.

2.2 | kan Tilapia { Oreochromis niloticus)

Ikan Tilapia disebut juga nila merupakan jenis iken air tawar yang bernilai
ekonomis tinggl, Jeniz ikan ini banyak dibudidayakan olen masyarakat bak di kolam
mauptn jaring apung karena mempunyai propspek pasar yang sangat baik. Pada genus
Oreochromis, induk ikan betinga mengerami tdur dan larvanya dalam rongga mulut,
menjaga dan membesarkan larvanya sendirl, Pemijahan ikan nila terjadi pada setiap
musim hujan dan biasanya dalam satu tahun dapat memijah sebanyak 6 — 7 kali. |kan nila
akan mencapai dewasa pada umur 4- 6 bulan dan masa pemijahan produktif induk adalah

1,5- 2,0 tahun dengan bobot diatas 500 g/ekor.



23 Gen Hormon Pertumbuhan dan GFP

Gen dapat diartikan sebagal bagian dari genom yang berperan dalam proses
ekspresi gen. Peranan tersebut sebagagi ruas model atau ruas penyandi dalam proses
transkripsi. Dari keseluruhan genom organisme tidak selurubnya menjadi ruas penyandi,
hanya bagian yang diapit oleh promotor dan terminator. Promotor adalah segmen DNA
yang mempunyai panjang sekitar 40 pb dan berfungsi sebagai tempat enzim polimerasi
RNA bekerja memulai transkripsi, dan terminator merupakan segmen DNA tempat
berakhirnya proses transkripsi afal énzim polimerasi berhenti bekerja. Jadi gen
merupakan ruas-ruas DNA dalam sintesis RNA yaitu daerah yang diapit oleh promotor
(titik awal) dan terminator (titik akhir) franskripsi (Yusuf, 2001).

Gen pengkode hormon pertumbuhan adal ah rangkaian basa yang dipemleh dari
hasil eksraksi DNA sampel/jaringan. Untuk memperoleh pengkode hormon pertumbuhan
dapat dilakukan dengan mengambil ¢DNA kelenjar pituitary ikan. Kelenjar pituitary
merupakan tempat terdapatnya gen pengkede hormon pertumbuhan, Gen pengkode
hormon pertumbuhan untuk iksn |ele dumbo belum terdapat pada bank gen. Oleh karena

itn pada penelitian ini digunakan gen pengkode hormon pertumbuhan yang berasd dari

dan menggumzlkan c¢DNA yang diperoleh dari kdlenjar pituitary ikan nila (berdasarkan
gene Bank accession Number OA47830). Namun dari data yang diperoleh untuk gen
pengkodehormon pertumbuhan pada ikar nila adafah Acessi on Number Af269/6 dimana

menipunyai ukuran -847 bp. Dari data Bank Gene tersebut gen pengkode hormon



pertumbuhan iken nila terdapat pada basa ke 87 sampal 647 atau peptida ke 36 sampai
86).

Pertumbuhan merupakan proses biologi yang kompleks, dapat terjadi gpabila ada
kelebihan energi dan materi yang berasal dari pakan yang dikonsumsi, Pertumbuhan
tarjadi pada beberapa tingkat materi biologi seperti sel, jaringan, Organ, organisme,
populasi dan komunitas, Dan pertumbuhan itu sendiri dipengaruhi oleh faktor genetik,
hormon dan lingkungan ( Fujaya, 2004). Pertumbuhan jaringan alau organ selain
dipengaruhi makanan juga dipengaruhi hormon pertuimbuhan, baik faktor perangsang
pertumbuhan maupun hormon penghambat pertumbuhan. Kedua hormon ini memiliki
peran yang saling bertentangan. Fakior perangsang pertumbuhan berperan mengaktitkan
pembelahan sel, sebaliknya faktor penghambat pertumbuhan menghambat pembelahan
sl (Res dan Stenberg, 1984).

Tubuh tkan mengubah protein dalam makanan menjadi protein yang sesua
dengan kebutuhannya. Secara kimiawi ada dua proses dasar yang harus diselesaikan
untuk sintsis protein, yakni sintésis asam amino dan konjugasi asam amino yang sesual
untuk membentuk masing-masing jenis protein pada setiap S&l. Proses ini merupakan
pertumbuhan yang paling mendasar, sebab tanpa adanya produksi protein secara besar-
besaran, maka pertumbuhan tidsk mungkin terjadi. (Fujaya, 2004). Sdanjumya
dikatakan bahwa ada dua carz untuk meningkatkan ukuran suatu Organ, yaitu secara
hipertropi dalam hal ini jumlah seltetgy volumebertambah, dan secara hiperflasi dimana
jumlah sel bertambah sedangkan volume tetap (Karim, 2002).

Hormon pertumbuhan atau Growth Hormone (GH) pada ikan diproduksi pada

bagian anterior pituitary yang berfungsi merangsang pertumbuhan dan mengontrol



proses osmoregulasi. Hormon sebagai mediator biokimia dilepas dari tempat produksinya
menuju organ target melalui beberapacara; yaitu (a) difusi sederhana di dalam sel atau
darf sel satu ke sel lainnya di dalam organ, (b) transportasi melalui darah atau berbagai
cairan t Ubuh sehingga langsung mencapai organ atau sel, atau, (c) secara tidak langsung
melalui lingkungan Iuarya ( Agrara, 1976). Growth Hormone (GH) atau somatotropin
merupakan hormon polipeptida yang dilepaskan dari adenohipofisa yang menginduksi
hat{ agar mensintesis somatomedin yang berperan langsung dalam pertumbuhan, baik
pertumbuhan tulang, otot maupun sel-sel lan. Hormon ini memunda katabolisme asam-
gsam amino dan memach inkorporasinya ke daam protein-protein tubuh. Kerja hormon
ini dipermndah oleh pankreas, korteks adrena dan tiroid yang berkerja bersama-sama
dalam memacu metabolisme |emak dan karbohidrat (Calduch-Giner et a7, 2000; Walsh
2002). Hormon pertuinbuhan mempunya peranan yang penting pada proses transfer
asam amino ekstraseluller melintasi membran S, khususnya ke ddam sel-sel otot dan
menahan asam amino tersebut tetap didalam sel. Selain ftu hormon ini dapat memacu
retensi t UDUN berbagai mineral dan elemen esensial |ain untuk pertumbuhan normal
(Walsh, 2002). Hormori somatotropin mempunyal peran penting dalam adaptasi terhadap
air laut, reproduksi, dan sistem imun serta pada proses transfer asarn amino ekseluler
melintasi membran sel, khsusinya ke dalam sel otot dan menahan asam amino tetap di
daam sel (Calduch-Giner et a, 2000). Menurut Matty(1985) GH mampu meningkatkan
nafsu makan, konversi pakan, sintesis protein, menmurunkan kehilangan nitrogen,
merangsang Mmetabolisme dan oksidasi lemak, serta memacu sintesis dan pelepasan

insulin. Selain itu, GH juga mempengaruhi osmoregulas (Sakamoto et al., 1993, Tatsuya



& Hirano, 1993 ddam Li et al., 2005) dan reproduksi ( Le Gac et a/,, 1993; Van Der
Kraak €t al,, 1990 dal amLi & al., 2005)

Untuk menguji aktivitas promoter dibutuhkan gen penanda (reporter) agar
ekspres transgen dapat dilikat dengan lebih cepat sehingga aktivitas promoter segera
diektahui. Salah sate gen marker yang biasa digunakan dalam kgjian transgenesis adalah
gen Green Flourescent Protein (GFP) yaitu gen yang mengkodekan protein yang
berpendar hijau dan dapat divisualisasikan menggunakan mikroskop flourescent (Chou el
at,, 2001; Ath-Thar, 2007) atau sebagai gen target seperti dalam pembuatan kan hias

berpendar yang berwirna<warna (Gong et al., 2002).

2.4 Perkembangan Teknologi Transgenik | kan

Bl am iken budidaya teknologi transgenik ini sudah banyak kemajuan dan
kegunaan yang dicapai antara lain, peningkatkan |gu pertumbuhan ikan (Devlin et a/
1995), meningkatkan daya tahan terhadap penyakit (Dunham, 2004), mengurangi laju
konsumsi oksigen padaikan (Cook et al., 2000), studi mengenai fungsi dan pola ekspresi
gen serta untuk memproduksi komersial yang diinginkan (Kinoshita & Ozato, 19%6).
Tkan transgenik dapat pula digunakan sebagal sebagal bioreaktor untuk memprodiksi
bahan - bahan yangbersifat komersial maupun yang bermanfaat untuk kesehatan manusia
(Fletcher & Davies, 191 & Collas & al,, 2000). Sebagai contoh transgenesis yang telah
berhasil diantaranya adalah peningkatan laju peratumbuhan dengan mengintroduksi gen
GH.seperti pada ikan Salmon Pasifik transgenik yang tumbuh 10 kali lebih cepat dari
ikan normal (Devlin er al, 1994), begitu pula pada ikan mud loach dengan kecepatan

tumbuh 32 kali lebih cepat (Nam, et af, 2001), dan ikan nila dengan kecepatan



pertumbuban 2 kali hingga 7 kali lebih cepat (Kobayasi, et al, 2007). Dalam hal transfer
gen GH (opAFP-GHc, opAFP-GHf) pada ikan Atlantk salmon, Du et al,(1992b)
memaparkin, kecepatan pertumbuhan 5 ki, berat tubuh 4 — 6 kali serta jumlah rata-rata
SerumGH ikan transgenik lebih tinggi bila dibandimgkan dengan ikan non transgenik.

Dalam teknologi trahsgenesis, days tahan fkan terhadap suhu dingin berhasil
ditingkatkan, bahkan telah berhasil pula membuat ikan strain baru, Introduksi gen
Antifreeze Protein (AFP) pada ikan koki dapat meningkatkan toleransi terhadap suhu
dingin (O°C), dimana pemaparan pada suhu tetsebut biasanya menyebabkan kematian
ikan (Wang et al. dalam Alimuddin et al., 2003). Sedangkan ikan hias strain baru yang
dilaporkan oleh Gong et al. (2002) adalah ikan zebraberwarna-warni yang dapat terlibat
pada kondisi cayaha biasa. Tkan zebra berwama~warmi tersebut dibuat dengan
mengintroduksi gen (FP (Green Flourescent Protein), YFP (Ydlow Flourescent
Protein), deh RFP ( Red Flourescent Protein) padaikan zebrawild-type normal.

Telur dan Sperma sebagai media transfer gen [vektor) sangat potensi
dikembangkan dalam transgenik | kan karena prosedurnya yang relatif alami dan lebih
efisein (Sin et g/, 1995; Sarmasik, 2002). Sal sperma telah digunakan sebagai vektor
transfer gen padai kan mas lele, dan nila (Muller et al., 1992), sdlmon ( Snet a., 1993;
Symonds ef di, 1994a, dan ikan Loach (Tseng et af, 1994) dengan tingkat efisens
berkisar 3 — 90%. Dan untuk mempermudah masuknya konstruksi gen ke dalam sperma
perlu dilakukan upaya penggunaan elektroporator. [N Sperma dapat menjadi vektor
yang efisien datam transfer gen Efektifitas transfer gene dengan elektroporasi sperma
satgat dipengaruhi kondisi listik dan parameter biologi ( Anderson dan Evaris, 1988).
Sebagaiaman dikatakan oleh Symond et a/.(1994b) bshwa pengambilan DNA yang akan



ditransfer oleh sperma saimon tergantung pada tegangan listtik (kV/em atau V/em),
jumlah kejutan yang dikenakan, konsentrasi DNA. Sedangkan efisiensi transfer DNA ke
embrio (telur) dan sperma yang dielektroporasi sangat dipengaruhi oleh tegangan, lama
kejutan (Sin & af, 1993; Symonds et al, 1994b).

Sarmasik (2002) mengatakan bahwa Sperma berkemampnan mengikat DNA yang
selanjutnya dapat digunakan untuk membuahi telur. Untuk meningkatkan efisiensi
masuknys konstruksi gen tertentu dalam telur ikan Kang et a/ (1998) juga telah
melakuksn transfer gen dengan menggunakan Sperms sebaga media pengikat
konstrukksi gennya (pRSV-CAT) dengan metode elekfroporasi (3.5 kV/em atau 3500
V/em, 500 u S) dengan hasi! tifigkat keberhasilan transfer gen sekitar 66%:Sedangkan Lu
et ar (2002) juga menggunakan metode eekiroporas dengan tegangan 600 V/em — 2000
V/em, kejutan 20 = 40 p s, dan konsentrasi fragmen transgen 25 ug/ml dengan tingkat
keberhasilan ikan kakap (Sparius sarba) membawa »1GH sekitar 45%.Cheng et /. (2002)
melakukan transger gen (pAE6-rtGH1 DNA dengan konsentrasi 100 ug/mi ) dengan
elektroforasi (9 V/em, jumlah kegutan 26 kali, 160 p s) dengan tingkat keberhasilan
transfer gen 55%. Menurut Sin et &t. (1995) bahwa kondisi elektaroporasi yang optimal
untuk trasafer gen pada abalone (Haliotis iris) adalah pada 1000 V/em, dengan jumlah
dan lama kejutan masing-masing 2 kdi dan 18.6 atau 27.4 1 s, dengan konsentrasi 100
ug/ml, Sampai saat ini penelitian tertang transfer gen dengan metode elektroporas telur

dan sperma pada ikan lele (Clarias spp.) masih belum ada.



25 Teknologi Elektroporasi

Daldm pelaksanaat teknologi tranfer gen, ada beberapa metode yang dapat
digunakan antara lain ; mikroinjeksi, elektroporasi dan lipofeksi (Hackett, 1993). Metode
elektroporasi ini memungkinkan untuk memproduksi ikan transgenik secara masal ( Kang
et al., 1998, Power e? al. dalam Cheng et al 2002). Metode elektroporasi menggunaksan
serangkain [istrik arus pendek untuk melemahkan membran sel guna membantu transgen
/ DNA rekombinan masuk dalam sel tertentu. Pada umumnya metode elektroporasi
digunakan untuk trasnfer gen pada bakter Yeod, tanaman dan sel-sel hewan (Chent
1995). Elektroporasi memfasilitasi terbemtuknya pori-pori temporad pada permukaan

membran sel target (Sarmasik 2002).

26 Konstrmksi Gen dan Promoter
Saat {ni teknologi transgenik memungkinkan untuk transfer DNA eksogenous ke

embrio ikan maupun hewan lainaya denigan dua tujuan utama vaitu untuk studi tentang
fungsi pengaturan gen selama perkembangan dan manipulasi genetika Serta untuk
memproduksi galur transgenik yang mempunyai nilai komersa (Garcia-Pozo et 4l
1998). Dan pada konstruksi gen, salah satu komponen yang sangat penting adalah
promoter.

Promoter adalahk bagian dari DNA dimana RNA polymerase menempe! (bind) dan
Fingsi dari promoter ini adalah untuk mengarahkan RNA polymerase sehingga
transktips{ akan tetjadi pada daerah spesifik (Glick & Pasterna, 2003). Sedangkan
menurut Hackett (1993) promoter adalah sekuen DNA yang terletak upstream (termina

5*) dari lokasi dimulainya transkripsi. Promoter merupakan salah Satu penentu / pengatiir,



sehingga promoter dapat dianalogikan sebagai switch suatu gen. Dengan demikian,
promoter dapat dianalogikati seperti swith (pengatur) lampu (Yazawa et al, 2005). Salah
satu bal yang sangat penting di dalam transgenesis adalah pemilihan promoter yang
berperan dalam mengatur waktu dan lokasi dimana gen asing yang diintroduksikan hatus
zktif dan terekspresi. Dm promoter ini ada yang bekerja di semua jenis jaringan/sel
(ubiguotous) dan ada yang bekerjapadajaringan yang specifik (Hackett,1993) Promoter
merupakan salah satu penentu/pengatur Spatial-tempord ekspresi gen, sehingga promoter
bisa dianalogikan sebagai swith Suatu gen. Menurut Fletcher dan Davies (1991) jika
elemen cis-regulatornya COCOK dengan elemen trans-regulator, maka ekspresi gen ymg
dikendalikan biasanya tinggi, sebaliknya kalan tidak atau kurang sesuai maka ekspres
gen yang dikendalikan akan rendah.

Sedangkan konstruksi gen plasmid yang akan digunakan dalam penelitian iri
adalah konstruksi geh all-fish yaitd komponen promoter dan gen GH yang digunakan
berasal dari ikan. Konstruksi gen berupa plasmid beris gen tiGH ikan Tilapia
{Oreochromis niloticus) dengan promoter p-Actin (mBP) dari ikan medaka (Dryzias
latipes). Konstruksi gen yang digunakan berasal dari Kobayashi et «l, , (2007) dan
dilakukan perbanyakan gen dengan menggunakan prosedur standar (Sambrook ez a/,

1989).

2.7 Ekspresi Gen
Ekspresi gen merupakan proses kegiatan yang paling esiensial dalam kehidupan
Suatu organisme, karena ekspres gen merupakan pengungpakan gen-gen menjadi urutan

asam amino pada protein struktural dan protein ¢nzim, Protein struktural menunjang



komponen seluler melakukan fungsinya dan protein enzim mengkatalis perubahan
senyawa-senyawa termasuk proses ekspresi gen itu sendiri ( Hartikno, 1990) Materi
genetik, DNA selalu cH ankeadaan aktif. Aktifitas inf tentu sgja berhubungan dengan
ekspresi gen itu sendifi dan aktifitas tambahan sepetti replikasi, perbaikan dan
rekombinasi. Ekspresi gen berkaitan dengan proses tanskripsi dan tramslasi untuk
mensintesis protein ( Toha, 2001). [BN protein inilzh nantinya yang akan jadi karakter

fenotipe terteritu bagi organisme,

2.8 GFP Sebagai M arker Biologi

Green Fluorescent Proteins (GFP) adalah sekelompok protein dengan struktur
mirip satu sama lan yang berpendar hijau apabila dipapar dengan ultraviolet. Protein izi
pertama kali diisolasi dari ubut-ubur Aeguores vicroria yang mampu memendarkan
cahaya hijau padatahun 1962 oleh Osatu Shimomura (Anonymous, 2008b).

GFP adalah protein yang merupakan polimer dari 238 asam amino dengan berat
molekul sekitar 27 kilo dalton. Di dalam proteinini ada gugus yang disebut chromophore
yang berperan sangat penting dalam prosesperpendaran hijan, Chromophore 1im adalah
kelampok tiga residu asam amino di posisi 65 (Serin), 66 (Tirosin), dan 67 (Glisin).
Ketika dikenai energi cahaya biru atau UV maka pada gugus ini akan terjadi reaksi
oksidasi. Energi yang diserap membuat elektron-elektron di dalam gugus ini tereksitasi
(yaitu penambeahan tenaga padasuatu sistem yang mengalihkannya dari keadaan dasamya
ke suatu keadaan dengan teriaga yang lebih tinggi) dan menghasilkan energr yang lebih
rendah yaitu energi calaya hijau (Anonymous, 2007). Renilla GFP menyerap panjang



gelombang 320-320 nm dan metniliki puncak eksitagi pada 393 nm dan 473 nm
(Anonymous. 2001).

GFP telah diidentifikasi dari cakupan luas coelenterata, Baru-baru ini sejumlah
kioning (P telzh dikembangkan unt Uk mengetahui karakteristik protein terbaik yang
berasal dari Jellyfish degquorea victoria dan antozoa jenis Renilla rentformis (Felt et. al,
2000). Pada penelitian ini digunakah GFP yang berasal dati antozoa yatu R. reniformis.
Pemurnian GFP R rentformis dilaporkan memiliki karakteristik pasti bahwa ia sebagai
alternatif lebih menarik daripada protein Aequorea victoria untuk digunakan sebagai
ssbuah marker biologi. GFP Reniila menyetap cahaya dengan koefisien pemadaman 5
kali lipat |ebih tinggi dibandingkan tipe QP Aequoreadan 2,5 kali lipat lebih efisien
daripada jenis dari Aequorea. GP Renilla mempunyai range yang lebih luas pada
stabilitas pH dibandingkan dengan GFP Aequorea dan |ebih resisten terhadap bahan
organik terlarut, detergen dan protesse. GFP Renilla hidup dalam larntan sebagai sebuah
homodimer yang tidek terurai padasemua konsentrasi. Jadi daerah permukaan yang tidak
tertutup kurang hidrophobic dan kurang betinteraksi dengan protein lain di dalam sel,
(P Aequorea metupakan homodimer lemah sampai moderat untuk konsentrasi rendah
dan sering bersifat cytotoxic (Felt er. d, 2000).

(FP yang digunakan pada penelitian ini merapakan H3C (Hemshock) GFP yaitu
GFP yang dipetbanyak dalam plasmid bakteri sel kompeten dengan menggunakan
metode kejutan Suhu. Menurut Mills (1999) Bakteri sel kompeten (E. Coli) sebagai
subjek, dipanaskan pada suhu 42°C, yang tujuannya bakteri masih mampu hidup pada
suhu ini. Perfakuan ini dikenal dengan "heat shock gemes”. Tahapan kejutan suhu
dibistuhkan untuk mengembilan DNA. Pada Suhu diatas 42 °C, kemampuan pengambilan



perkembangannya GFP dengan promoter dari jaringan ikan medaka selanjutnya
diproduksi. Hasilnya ekspresi GFP memiliki kestabilan pada ikan zebra transgenik.



BAB I
TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

3.1 Tujuan khusus
Tujuan umum dari penelitian ini adalah urituk meningkatkan laju pertumbuhan

ikan lele dumbo guna memenuhi kebutuhan induk dengan kualitas unggul melalui
pembuatan {kan lele transgenik dengan menggunakan spermasebagai vektor transfer gen.

Tujuan khasus penelitiaapadatahun pettama ini adalsh urituk mengetahui

a, Optimasi tegangan yang dapat digunakan dalam transfer gen (GFP),

b. Gambaran motilitasdan viabiltas spermapasca ¢lektroporasi

C. Gambaran Interaksi gen GFP dengan spermai ken lele,

d. Efektifitas promoter (mgP) ikan medaka daam spermai kan lele

e Ekspresi gen GFP ddam embrio dan larva sebagai gene reporter,

3.2 Manfaat penelitian
Transgenesis padaikan sejaith inii belum pemnah dilakukan di Indonesiasehingga bisa

dikatakan teknologi transgenesis ini termasuk baru di Indonesa, padahal keuntungan
yang bisa diperoleh dari teknologi ini sangat banyak. Beberapakeuntungan diantaranya;
meningkatkan |gu pertumbuhan, meningkatkan daya tahan terhadap penyakit,
mengurangi laju konsumsi oksigen pada ikan, sebaga reaktor untuk memproduksi bahan-
bahan yang bersifat komersial maupun yang bermanfaat bagi kesehatan manusia, Saat
ini teknologi transgenik memungkinkan untuk transfer DNA eksogenous ke embrio | kan

maupun hewan lainnya dengan dua tujuan utama yaitu untuk Studi tentang fungsi



pengaturan gen selama petkembangan dan manipulasi genetika serta untuk memprodukst
galur transgenik yang mempunyai nhilai komersial.

Diharapkan dari penanlitian jn} dihaslikan suatu metode transfer gen yang Tebih baik
sehingga berguna nantinya dalam membuat benih-benih unggul lkan lele dengan tingkat

produktifitas tinggi.



BAB YV
HASIL DANPEMBAHASAN

A. OPTIMASI TEGANGAN ELEKTROPORASI
5.1 Kualitas Sperma | kan Lele

Kondisi sperma ikan lele yang digunakan peda saat penelitian mempunyai
kualitas yang cukup baik, Sper ma yang diambil dari indukan dengan berat rata-
rata 1,15 Kg dan didapatkan volume goerma rata-rata yaitu 1,5 ml dengan berat
gonad ratana 6,6 gr (lampiran 5 dan 6), ciri-ciri fisik spermanya yatu berwarna
putih susu dan cukup kéntsl Menurut Harvey dan Hoar (1979) beberapa
karakteristik semen ikan antara lain berwarna putih susu dan berban khas,
produksi Spermatozoa setiap gram berat badan, 4000 juta dan matilitas
spermatozoa 10 menit di air tawar ( lihat lampiran 4).

Dari hasi] perhitungan jumlah képadatan sel sperma ikan |ele didapakan
sekitar 5,6 X 10° sel/ml dan menurut Dacie dan Lewis (1984) Konsentrasi Sper na
ikan berkisar + 3,7-11,9 X 10° spermatozoa/ ml cairan, karena untuk ikan yang
mampu menghasilkan telur sampai ratusan ribu butir selain konsentrasinya yang
tinggi, maka akan membutuhkan volume spama yang lebih banyak pula
(Rustidja, 2000). Kualitas sperma dapat dilihat dari dua parameter yaitu motilitas

dan viabilitas Sper na.

5.1.1 Motilitas Sperma Kontrol
Penelitian inf dilakukan umtuk mengetahui pengaruh tegangan yang berbeda

terhadap motilitas sperma. Sebagaimana diketahui bahwa motilitas sperma



memiliki jangks waktu yang cukup singkat, sehingga dalam hal ini perlu
perlakuan yang sangat hati-hati untuk menjaga agar spenna tetap dalam kondis
yangoptimal.

Setelah gonad jantan dibedah kemudien direndam dalam Na fis (dengan
kandungan 0,9 % sodium chlorate) agar tetap dalam kondis isotonis sebagaimana
dikatakan Krazsnai at a/ (1997) bahwa proses péngaktifén sperma dipengaruhi
oleh kejutan konsentrasi yaitu perbedaan konsentrasi cairan di dalam spermatozoa
dengan lingkungan di luar spermatozoa sehingga menimbulkan pergerakan
spermatozoa (osmotic shock). Setelah itu sperma dikeluarkan dengan cara gonad
diperas agar jaringad gonad tidak tercampur dengan cairan sperma sehingga tidak
mengganggu waktu pengambilan sperma dengan mikropipet. Sperma yang sudah
dikeluarkan tidak dicampurkan dengan pengencer apapun namun untuk menjaga
agar kondisinya tidak berubah, sperma diletakkan dalam tempat tertutup dan
dengan kondisi yang dingin (diberi es). Menurut 31 (Z00I), sperma yang keluar
dari tubuh ikan tidak akan bertahan lama, karena kondisinyaberubah. Oleh karena
itu sperma yang telah ditampung diusehakan mempunyai kondis yang dapat
mendukung kehidupannya dan kemampuan hidup (viabilitas) spermatozoasangat
dipengaruhi oleh suhu dan secara umum akan hidup lebih |amadalam suhu rendah
(Toelihere, 1981 z/am Rustidja, 2000).

Sebelum sperma diberikan perlakuan, miaka perlu diketahui motilitas sperma
kontrol, Dari hasil pengamatan diketahui rata-rata motilitas spenna kontrol
sebesar 60%, hal ini sudah mehunjukkan sperma tersebut dalam kondis yang

cukup bagus karena menurut Toelihere (1981) persentase motilitas spermatozoa



yang dikatakan kurang baik dalam prosespembusahan tetur apabila dibawah 40%,
karena sering menyebabkan pembuahan tidak berhasil.

Kualitas spermadengan tingkat motilitas 60 % dapat dikatakan bagus karena
menirrut Tabares (2007) pada penelitiannya menggunakan ikan Brycon henni
(ikan ar tawar) menunjukkan bahwa pada sperma kontrol memiliki tingkat
motilitas78 % karena dalam cairan Seminal plasmanya terdapat ion yang lengkap
seperti KCl, NaCl, CaCly dan MgCl,. Dan fungsi cairan seminal diantaranya; 1)
mengembangkan kapasitas spermadalam bergerak (Mochida er o/, 1999, Ohta et
al., 2001) dan 2 mempertahankan motilitas sperma saat bergerak dalam air

(Morisawa dan Suzuki, 1980; Scott dan Baynes ,1980).

Dari hasil pengamatan preparat sperm yang sudah diwarnai dengan eosin-
negrosin, diketahui viabilitas Sperma yaitu sekitar 85% (lihat lampiran 4). Seperti
diketahui bahwa persentase viabititas sperma menentukan kualitas sperma
tersebut karens hal itu menunmjukkan bahwa jumlah spermatozoa yang hidup
cukup tinggi sehingga dapat meningkatkan keberhasilan proses pembusahan,
menurut Anonymous (1998) dalam Yulham (2007) dituliskan balma prosentase
hidup sel spermatozoa dalam Soama yang bak minima M4 Semakin besar
jumlah viabilitas Sperna, maka kemampuan Spermatozoa untuk menembus |ubang
mikropil pada sel telur juga semakin tinggi (Hidayahturrafirah, 2007)

Menurut Rustidja(l 985) dalam Hidayaturrahmah (2007) penggunaan larutan
fisiologis yang mengandung NaCl dan urea dgpat mempertahankan daya hidup
spermatozoa antara 20-25 menit. Penambahan larutan fisiologis tidak dilakukan



pada sperma stok (sebelum diberi kejutan) karenma mengacu pada penelitian
pendahuluan bahwa penambahap pengencer yang mengandung ion dapat
meningkatkan suhu (timbul letupan) saat diberi tegangan. Menurut Anonymous
(2006). panambahan larutan dengan kandungan ion dapat meningkatkan resisten
(ohm sampd sehingga lama kegutan bertambah dan menimbulkan peningkatan
suhu pada sampel, sehingga sampel Spermamati,

Untik mempertahankan kKondisi sperma yang akan diberi perlakuan yaitu
dengan menaruh sperma ditempat dingin seperti dikatakan Anonymous (2006)
bahwa sebaiknya sel yang akan dielektroporasi dalam keadaan dingin supaya
vigbilitasnya tetap terjaga, karena pada saat kgjutan listrik diberikan pada sd
dapat menimbulkan panas yang nantinya dgpat mengurangi viabilitas sel. Menurut
Toelihere (1981) ddam Rustidja (2000), kemampusn hidup (viabilitas)
spermatozoa sangat dipengaruhi oleh suhu dan secara umum akan hidup lebih

lamadalam suhu rendah.

5.2 Kualitas Sper matozoa Pasca Elektroporasi

Setelah gperma diberi kgutan listrik dilakukan penambahan pengencer Na fis,
yang bartujuan untuk mempermudah pengambilan perma karena sedikitnya
jumlah sperma (25 ul) yang dimasukkan ke ddam cwet (2 mm). Selain itu
penambahan pengencer jugadiharapkan akan membantu mempertahankan kondis
sperma seperti dikatakan oleh Soehartojo (1995) dalam Hidayaturralhmah (2007).
bahwa pemberian larutan fruktosa sebagai pengencer untuk spermatozoa ikan

dapat memberikan energi dan nutrisi untuk permatozoaikdan agar dengan energi



yang berupa ATP tersebut dapat meningkatkan atau memperpanjang waktu

motilitasdan viabilitas spermatozoa

521 Motilitas Spermatozoa

Dari hasil penelitian diketahui pengaruh pemberian tegangan A(40 V/cm),
B(160 V/em), C(280 V/em), D(400 V/cm) dan E(520 V/cm) telah menunjukkan
hasil yang berbeda terhadap motilitas sperma. Persentase motilitas spermasetelah

diberi tegangan dapat dilihat pada lampiran 8,

0.0f s eesoae. - s .
kontrol 40V 160 V 280V 400V 520V

Gambar 1. Grafik Motilitas Sperma
Dari grafik diatas (gambar 11) terlihat bahwa motilitas sperma memiliki
kecendrungan menurun dengan semakin meningkatnya tegangan yang diberikan
dan rata-rata motilitas sperma masing-masing perlakuan yaitu; A(40%), B(30%),
C(28,33%), D(23,33%), E(18,33%) Hal ini seperti dikatakan oleh Shigekawadan
Dower (1988); O’Hare, (1989) ddam Sin et al (1995) bahwa sel sperma
cenderung akan mengecil setelah dilakukan elektroporasi (pemberian tegangan
tertentu) dan hal ini memungkinkan menurunnya persentase motilitassperma

Dari hasl sidik ragam diketahui bahwa pengaruh pemberian tegangan

terhadap persentase motilitas sperma dapat dilihat pada lampiran 8 Berdasarkan



hasil sidik ragam tersebut didapatkan hasl yang berbeda nyata Ha ini
menunjukkan bahwa pemberian tegangan memberikan pengaruh terhadap
persentasemotilitas spermaikan lele

Hasil Uji Beda Nyata Terkecil (BNT) dapat dilihat pada lampiran 8, yang
menunjukkan bahwa perlakuan A(40V/em) lebih baik daripada perlakuan
C(280V/cm), B(160V/em), D(400V/cm), E(520V/em). Seperti dapat dilihat pada
gambar 12, prafik regress menunjukkan bahwa pengaruh pemberian tegangan
yang berbeda terhadap persentase motilitas sperma dapat digambarkan dengan
persamaan y = 39,198 + (-0,04)x dengan koefisien korelasi (r) sebesar 0,968 yang
berarti bahwahubungan perlakuan kejutan dengan motilitas mempunyai

kaitan sangat erat atau hasi| motilitassesuair dengan perlakuanyang diberikan

o =
40 160 280 400 520

Tegangan (Viem)

GambarZ Grafik Péngaruﬂtl'egangan Témr.ﬁédapMotiﬁtas Sp;rma

Pada perlakuan A memiliki jumlah motilitas tertinggi hal ini menunjukkan
bahwa sel spermamasih dalam kondis yang optimal, namun pada tegangan yang
lebih tinggi B, C, D. E nilai motilitas sperma semakin menurun

Pada tegangan 40 V/em memiliki jumlah motilitastertinggi karena menarut
Sun et o/ (2004) pada tegangan 40 Vicm menghasilkan daya tetas dan
kelulushidupan udang tertinggi, hal ini menunjukkan bahwa tegangan tersebut

menimbulkan kerusakan yang minim padasel.



Pada gambar 12 menunjukkan bahwa motilitas sperma semakin menurun hat
im sesuai yang dikatakan oleh Weaver (1995), apabila tegangan yang diberikan
terhadap sperma terlalu berlebihan maka dapat menyebabkan pembukaan pori-
pori yang terlalu lebar dan gagal untuk menutup séperti semula, sehingga dapat
mengakibatkan sel rusak atau pecah dan hal mi memicu kerusakan pada membran
atau selaput sperma  Selanjutnya Jeyendran (1986) menyatakan, bahwa
permeabilitas membran spermatozoaerat kaitannya dengan motilitas spermatozoa
karena seperti diketahui permeabilitas membran sangat berkaitan dengan

transportasi nutris1 yang penting peranannya dalam metabolisme sel

kontral 40V 160V 280V 4 WV 520V
Perlakuan

Gambar 3 Lama motilitas spermakontrol dan setelah diberi tegangan

Seperti yang digambarkan pada grafik diatas [gambar 13) bahwa pemberian
perlakuan tegangan menimbulkan penurunan waktu motilitas sperma dengan
semakin besamya tegangan, jika dibandingkan dengan sperma kontrol. Hal ini
menunjukkan bahwa s&l sperma yang sudah diberi kejutan listrik mengalami
pembukaan pori-pori secara Sementaradan terjadi difusi molekul asing ke dalam
sel (Knight, 1981. Tsong, 1983, Serpesu er al., 1985; Sowers dan Lieber, 1986;
Knight dan Scrutton, 1986 dalam Sin 2001) dari pendapat tersebut
memungkinkan terjadinya pertukaran cairan makanan untuk metabolisme

spermatozoa dengan cairan di tuar sel sehingga hal ini menyebabkan menurunnya



wakty motilites seperti dikatakan Soeparna (1980) dalam Hidayaturrabmah
(2007), pergerakan spermatozoa memerlukan energi seperti halnya pada sel-sel
hidup lainnya,

Namun penurunan waktu motilites tidak terlihat signifikan karena dilakukan
penambahan Na fisiologis Seperti memurut Soehartojo  (1995) dalam
Hidayaturrahmah (2007). pemberian larutan fruktosa sebagai pengencer untuk
spermatozoa ikan dimaksudkan uatuk memberikan energi dan nutrisi untuk
soermatozoa ikan agar dengan energi yang berupa ATP tersebut dapat
meningkatkan atau memperpanjang waktu motilitas Soermatozoa.

522 Viabilitas Spermatozoa
Hasil pengamatan viabilitas pada sperma yang telah diberi tegangan, dapat

dilihat padatabel | dan lampiran 5,

Dari data pada tabel 1 dapat diketzhui bahwa rerata persentase viabilitas yang

(67,5%) dan E (73,67%), jika dibandingkan dengan viabilitas sperms kontrol
(85%) maka terlihat terjadi penurunan.

Penurunan viabilitas pada kebanyaksn perlakuan terjadi karena t egangan yang
diberikan terhadap sperma dapat menyebabkan pembukaan pori-pori yang tetlalu
lebar dan gagal untuk menutup Seperti semula, sehingga dapat mengakibatkan sel



rusak atau pecah dan hal ini memicu kerusakan pada membran atau selaput
sperma(Weaver, 1995), karena thenurut Jeyendran (1986) permeabilitas membran
spermatozoa erat kaitannya dengan viabilitas spermatozoa karena seperti
diketahui permesabilitas membran sarigat berkaitan dengan transportasi nutrisi
yang penting peranannya dalam metabolism sd. Df atelkan oleh Jones dan
Stewart (1979) dalam Rustidja, (2000) bahwa perubahan infrastruktur pada
membran plasma, hilangnya beberapa M rik mitokondria dan penurunan densitas
elektron dari matrik mitokondria menyebabkanhilangnya viabilitas spermatozoa

Pada perl akuan dengan tegangan 280 V dan 400 V memiliki nilai viabilitas
lebih rendah daripada tegangan 520 V. Hd ini disebabkan karena terjadi
peningkatan suhu pada sperma ketika diberi tegangan, hal ini dimungkinkan
karena sperm tercampur dengan Na fisiologis (terdapat kandungan ion) saat
pengambilan dengan mikropipet. Menurut Anonymous (2006), meningkatkan
resstance sampel ddapat dengan cara 1) mengurangi tempratur sampel, 2)
mengurangi kadar ion pada pengencer, 3) mengurangi volume catran dalam
cuvette pada kasus media dengan resstance rendsh. Sehingga apabila sperma
(sample) banyak mengendung ion maka resistance dari sampel meningkat
sehingga wakth pemberian tegangan semakin lama (pulse length) sehingga
suhunya akan meningkat dan menyebabkan sperma mati Seperti disampaikan
Toelihere (1981) dalam Rustidja (2000) kemampuan hidup (viabilitas)
spermatozoa sangat dipengaruhi oleh suhu dah secara umum akan hidup lebih

lama dalam suhu rendah,
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Gambar 4. Grafik Pen garuh Perberi an_Tmegangan TerhadabVi abi |ItBSSTpt’;rm{=l
Ikan Lele Dumbo.

Gambar 14, grafik pengaruh pemberian tegangan terhadap viabilitas sperma
diatas menunjukkan terjadinya penurunan persentase viabilitas sperma pada tiap
perlakuan dan ulangan namun dari hasil perhitungan sidik ragam (padalampiran
8) diketahui bahwa pengaruh pemberian tegangan terhadap viabilitas spermarkan
lele dumbo tidak berbeda nyata. Hal mi terjadi dimungkinkan karena metode
kejutan yang dipakai yaitu metode squarewave karenamenurut Chen ef a/ (2008)
dalam Nakamura (2009) bahwa metode ini menghantarkan tegangan tinggr dalam
gelombang yang pendek sehingga menimbulkan sedikit panas, sehingga transfer
DNA dapat terjadi tanpa membunuh sel atau embrio.

5.3 Daya Fertilitasi Sperma
Setelah sperma diberi tegangan kemudian sperma tersebut digunakan urtuk
membuahi telur dengan jumiah 025 g(+ 271 butir) dan untuk lebih jelasnya daya

fertilisast sperma dapat dilihat padatabel 2.



Dari data tersebut di atas dapat diketahui bahwa rata-rata persentase daya
fertilitasi sperma yang telah diberi tegangan, jika dibandingkan dengan rata-rata
daya fertilisasi sperma kontrol terlihat terjadi penurunan. Hd ini berhubungan
dengan tingkat motilitas sperma yang menunjukkan adanya penurunan dengan
semakin besamya tegangan yang diberikan, seperti dikatakan oleh Ciereszkoer af
(2001) keberhasilan suatu pembuahan telur oleh sperma sangat dipengaruhi oleh
motilitas sperma, karena meniirut Hidayaturrahmah (2007) keadaan viabilitas
yang panjang belum tentu dapat menghasilkan fertilisasi yang tinggi, karena pada

keadaan ini spermatozoa sangat membutuhkan banyak energi untuk membuahi sel

Kontrol 40V 160 Vv 280V 4W V 520V
Perlakuan

— . — - =——-

Gamber 5. Grafik Pe;gamh Pemberian Tegangan Terhadap Dayé Fertilitasi

Dan hasil perhitungan sidik ragam (pada lampiran 8) menunjukkan bahwa
pengaruh pemberian tegangan tidak memberikan pengaruh yang nyata terhadap
daya fertilisasi sperma, meskipun terlihat terjadi penurunan seperti ditampilkan
padagambar 15. Menurut Sin (2001), motilitas Spermaikan merupakan parameter
kelangsungan hidup sperma, yang akan menurun dengan semakin meningkatnya
tegangan dan lama kej utan. Namun kelulushidupan dari embric yang dibuahi

dengan sperma yang di¢lektroporasi dan dengan sperma tanpa perlakuan tidak



tampak perbedaan, dan pada penelitian ini volume spermayang diberi perlakuan
yaitu 25 pl dengan jumlah sel sperma + 56 juta sel/ pl (perhitungan pada
lampiran 3) diguriakan Untuk membuahi 0,5 gr telur dengan jumlah sel selur 4271
butir.

Ha ini menunjukkan bahwa meskipun matilitas sperma yang cenderung
menurun tetapi mash tetap bisa membuahi telur dengan ditunjang jarak
pembuahan antara sperma dan telur yang dekat (pemijahan buatan) seperti
dikatakan oleh Hidayaturrahmah (2007), Kondis motilitas sperma slow
progressive Mempunyal kemampuan spermatozoa untuk menembus [ubang
mikropil cukup lemah, pembughan bisa s3ja terjadi apabila jarak antara
spermatozoa dan sel telur sangat dekat Sperma pada kondisi viabil, kemampuan

spermatozoa untuk melakukan fertilisasi Sangat kecil yaitu hanyasekitar 10%

Gambar 6 Gambar Sperma setelah diberi tegangan 280V/em, Keterangan (A)
spermayang mati, (B) spermayang masih hidup

Kondisi spermatozoa yang bergerak perlahan atau berdenyut di tempat dalam
mempertahankan viabilitasnya membutuhkan kecepatan dan energi yang besar

untuk masuk kesaluran |ubangmikropil S8l telur (Hidayathturrahiman, 2007)



Namun secara umum gpa'ma yang sudah dielektroporasi masih mampu unt uk
membuahi karena menurut Sin et al (1995) setelah diamati dengan mikroskop
elektron, oma yang diberi kejutan listrik tidak nampak adanya kerusakan
namun sel sperma menjadi kerdil dan hal ini yang memungkinken berkurangnya
tingkat motilitas tetapi tidek diketahui apakah sel sperma yang kerdil tersebut

masih hidup.

54 Daya Tetas Telur (Hatching Rate)

Telur yang sudah dibuahi kemudian dipelihara dan diamati (hasil pengamatan
dapat dilihat pada lampiran 5 dan 6) selama 40] amsampai menetas (gambar pada
lampiran 7) didapatkan data daya tetas telur (hatching rare, HR) dari tiap
perlakuan sebigaimans ditampilkan padatabel 4.

Dari tabel diatas diketahui bahwa perlakuan yang mempunyai nilai HR
tertinggi yaitu pemberian tegangan 40 V/em dengan nilai rata-tata 38,13 % hal ini
menunjukkan bahwa nilai HR dipengaruhi oleh tingkat motilitas (lihat gambar 8)
yang menunjukkan bahwa pada tegangan 40 V memiliki nilai motilitas tertinggi
schingga daya fertilisasinya juga titiggi, menurut Ciereszko e al (2001)

keberhasilan dar{ sustu pembuahan telur oleh sperm sangat dipengaruhi oleh



motilitas sperma, karena keadaan viabilitas yang panjang belum tentu dapat
menghasilkan fertilisasi yang tinggi, karena pada keadaan ini spermatozoa sangat
membutuhkan banyak energi untuk membuahi sl telur (Hidayaturrahmah, 2007).

Dari grafik pada gambar 15 dapat diketahui bahwa terdapat beberapa
perlakuan yang memiliki nilai HR dibawah 20%, hal ini disebabkan karena
rendahnya daya fertilisasi sperma yang dipicu oleh terjadinya peningkatan suhu
pada proses pembenan kejutan. Peningkatan suhu yang terjadi pada spermadalam
cuvet yang menyebabkan sperma mati seperti disampaikan Toelihere (1981)
dal am Rustidja (2000) kemampuan hidup (viabilitas) spermatozoa sangat
dipengaruhi oleh suhu dan secara umum akan hidup lebih |lama dalam suhu

rendah

Gambar 7.Grafik DayaTetas Tehw

Perhitungansidik ragam menyatakan bahwaHR yang dibuahi dengan sperma
yang diberi perlakuan kejutan listrik tidak nampak perbedaan yang nyata sehingga
dapat dikatakan bahwa kemampuan sperma sama dengan sperma normal seperti
dikatakan oleh Sin (2001) metilitas dari sperma ikan merupakan parameter dari
kelangsungan hidup sperma, disini terlihat akan menurun dengan semakin

meningkatnya tegangan dan lama kejutan. Namun kelulushidupan dari embrio



yang dibuahi dengan sperma yang dielektroporasi dan dengan sperma tanpa
perlakuan tidak tampak perbedaan. Ditambahkan oleh Tsai e/ a/ (1995) bahwa
memang tidak begitu banyak perbedaan daya tetas telur antara yang dibuahi
dengan sperma terelektroporasi dan sperma kontrol hanya selisih 4% lebih besar
padasperma kontrol

Hal ini juga tidak terlepas dari metode kejutan yang dipakai yaitu metode
square wave Metode 11 dapat menghasilkan tegangan yang besar sehingga
efisiensi pemasukkan DNA asing lebih besar karena pembukaan pori relatif lebih
besar, namun gelombangnya sangat pendek (pu/se length) sehingga mencegah sel
rusak dan dapat kembali seperti semula karena panas yang ditimbulkan relatif

kecil (Chen et f., 2007 dalam Nakamura, 2009).

5.5 Hubungan Antar Parameter
Hasil pengamatan antar parameter dengan tegangan yang berbeda ditampilkan

pada gambar 12,

40 160 280 400 520 Kontrol
Tegangan (V/cm)

éé;nbar 8. Graﬁk- Pert;andl ngan Paraméfé;.ﬁ



551 Motilitas Dengan Viabilitas Sperms

Dari gambar 18 dapat diketahui bahwa motilitas Sperma menurun dengan
semakin meningkatnya tegangan yang diberikan, begitu juga dengan viabilites
sperma yang secara umum menunjukkan kecendrungan penurunan.

Selain itu dari gambar tersebut iugs menunjukkan bahwa persentase viabilitas
sperma lebih tinggi ddripada persentase motilitas sperma kafena menurut
Shigekawa dan Dower(1988); O’Hare,(1989) dalam Sn et 2/(1995) sel perma
cenderung akan mengecil setelah dilakukan elektroporasi den hal ini
memungkinkan menurunnya tingkat motilitas sper ma. Selain itu sel gperma yang
sudah dibeti kejutan listrik mengalami pstnbukaan pori-pori secara sementara dan
tetjadi difusi molekul dsing ke dalam sel (Knight, 1981; Tsong, 1983, Serpesu et
d., 1985, Sover s dan Lieber, 1986; Kni ght dan Serutton, 1986 dalam Sin 2001),
hal tersebut memungkinkan terjadinya pertukaran zat makanan soerma dengan
cairan yang ada diluar sel sehingga menyebabkan penurtinan motilitas sel sperma,

namun Viabilitas sperma tetap terjaga karena setelah pori-pori menutup maka sel

sperma akan kembali Seperti semula.

5.5.2 Motilitas Dengan Daya Fertilisasi Sperma

Hubungan antara motilitas sperma terelektroporasi dengan daya fertilisasi
sparma seperti ditampilkan pada gambar 18 menunjukkan bahwa tiilai moatilitas
berbanding luris dengan nilai daya fettilisasi Soerma, pada setiap tegangan.
Seperti dikatakan oOleh Ciereszko (2001), bahwa yang sangat mempengaruhi
tingkat keberhasilan Spenna yaitu moatilitas spenna, karena ketike sd telur

mengeluarkan zat chemoattractants dalam air maka perma akan mengikuti sinyal



B OPTIMASI KONSENTRASI GFP
956 Hasil Pengamatan Sperma Kontrol

Pada penelitian ini yang dimaksud dengan sperma kontrol yaitu sperma
murni yang tidak diberikan kejutan listrik maupun gen GFP. Pengamatan kualitas
sperma kontrol dilakukan 2 kali yaitu sebelum dan sesudah kegiatan
elektroporasi. Kualitas sperma kontrol penting untuk diamati sebagai indikator
keberhasilan transfer gen. Kuslitas sperma kontrol diamati melalui pergerakan

(motilitas) dan daya hidup (viabilitas)nya.

a. Motilitas
Pada hasil pengamatan pergerakan (motilitas) terlihat pergerakan sperma

yang cepat ke arah depan dan bergerak melawan arys. Oleh karena itu pergerakan
sperma kontrol diketegorikan dalam pergerakan fast progressif. Pada pengamatan
persentese sperma yang motil diamati pada kontrol sebelum eektroporas
memiliki nilai lebih tinggi (70%) dibandingkan sperma sesudah kegiatan
elektroporas (65%). Data hasil pengamatan ditunjukkan pada tabel dibawah ini:

Tabel 5. Motilitas sperma kontrol

Motilitas Sperma Kontro] | Motilitas massa | Motilitas Individu
Sebelum elektroporasi Fast progressif 70%
Sesudah elektroporasi Fast progressif 65%

b. Viabilitas

Viabilitas sperma diamati dengan menghitung persentase sperma yang
mat{ dan yang hidup setelah diberi pewarna eosin negrosin. Sperma yang hidup
akan berwarna transparan sedangkan Sperma yang mati akan berwarna merah.
Hasil pengamatan daya hidup (viabilitas) sperma kontrol menunjukkan sperma



kontrol sebelum elektroporasi memiliki viabilitas yang lebih tinggi (77,37%)
dibandingkan kualitas sperma sesudah kegiatan elektroporasi (76,01%). Nilai
persentase viabilitas tersebut masili tergolong baik demgan masih banyaknya
gperma yang hidup dibandingkan dengan gperma yang mati, Hasil pengamatan
viabilitas spermakontrol disajikan padatabel dibawah ir:

Tabel 6. Viabilitasgpermakontrol

Kontrol _ hidup mati dalam 1L BP (%)
Sebelum elektroporasi 277 81 358 77,37
Sesudah elektroporasi 263 83 A6 76,01

Keterangan: LBP = luas bidang pandang

56.1 Kuslitas sperma perlakaan

Pemberian kejutan listrik (40 volt) dengau metode eektropotas dan
konsentrasi (FP yang berbeda-beda (10ng/ul, 30ng/ul, 90ng/ul) memberikan
pengaruh pada tingkat motilitas Soerma. Dari hasil pengamatan motilitas sperma
perlakuan tenunjukkan motilitas tertinggi terdapat pada pemberian GFP dengan
konsentrasi paling rendah yaitu 10 ng/ul yang memiliki nilai motilites rata-rata
sebesar 55%. Sedangkah motilitas paing rendsh peda konsentrasi GFP paling
tinggi yaitu 90 ng/pl depgan motilitas rata-rata 37,5%. Nilai thotilitas spermsa hasil

elektroporasi perlakuan konsentrast ditunjukkan pedatbad dibawahini -




Tabel 7 Motilitas sperma has| elektroporasi

Dari tabel diatas dapat dijelaskan bahwa pemberian tegangan 40 volt dan
gen GFP dengan konsentrasi yang berbeda-beda dapat menurunkan nilai motilitas
sperma dibandingkan dengan sperma kontrol Selain itu perubahan motilitas
sperma juga terjadi pada pemberian konsentrass GFP yang berbeda-beda yaitu
dengan semakin tinggn konsentras DNA yang diberikan, nilai motilitas

spermanyasemakin menurun

Graflk Motilitas Sperma
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Gambar 9 Grafik Motilitas Sperma

Nilai motilitas di atas selanjutnya dilakukan analisasidik ragam. Hasit dari
perhitungan Sidik ragam (table 7) diperoleh nilai Fyiwung lebih kecil dibandingkan
Fiabet 5% dan Figpel% Ha ini menunjukkan bahwa perlakuan konsentrass GFP

yang berbeda memberikan pengaruh yang tidak berbeda nyata (non significant)



tethadap motilitas Soerma. Dengan demikian perhitungan tidak dilanjutkan pada
uji BNT.
Tabel 8. Analisa Sidik Ragam Motilitas Sparma Perlakuan

Keterangan: ns = non significant
h Viabilitas
Berdasarkan hasil perhitungan viabilitas sperma perlekuan (tabel g
didapatkan nilai reta-rata tertinggi pada per|akuan konsentras 10 ng/ul sebesar
65,625%, konsentras 30 ng/pl rata-rata viabilites schesar 65,575%, serta
viabilitas paling rendah padakonsentras 90 ng/ul sebesar 60,68%.

Tabel 9. Viabilitas sperma hasil elektroporasi

Dari tabel diatas dapat dikatakan bahwa hasil perigamatan viabilitas
sperma yang diberikan perlakuan eléktroporasi dengan tegangan 40 volt dan
konsentrast GP yang berbeda-beda memperbhatkan bahwa sperma perlakuan
memiliki nilai viabilitas yang lebih rendab dibandingkan sperma kontrol. Selain
itu pada sperma perl akuan, terjadi perurunan viabilitas Sperma dengan semakin
tingginya konsentras yang diberikan walaupun penurunannya ssngat kecil

Penurunat tingkat viabilitassperma secara jelas terlihat pada grafik di bawah ini.



Grafik Viabilitas Sperma 1
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Gambar 10 : grafik Viabilitas Sperma

Berdasarkan hasil perhitungan analisa sidik ragam diperoleh bahwa
perlakuan konsentrasi GFP yang berbeda memberikan pengaruh yang tidak
berbeda nyata (non significant) terhadap viabilitas sperma, karena hasil Fritung
yang diperoleh masih lebih kecil dibandingkan dengan Fuabet 5% maupun Fpne 1%.
Dengan demikian tidak perlu dilakukan perhitungan uji BNT. Data perhitungan
analisasidik ragam dapat dilihat padatabel dibawah ini:

Tabel 10. Analisa sidik ragam viabilitas sperma perlakuan

kgg:;gn oe| K KT | Fhitmg | F5% | Fl%
TPalckuan | 2 | 3237 | 1619 | 185 | 955 | 3082
2. Acak 3 26,20 873

TOTAL 5 58,57

Keterangan: NS= non significant
C Hubungan motilitas dan viabilitas sperma perlakuan

Pada kedua hasil diatas, diketahui bahwa tingginya konsentrasi akan
menurunkan viabilitas maupun motilitas sperma. Pengaruh perlakuvan tersebut

lebih jelas terlihat melalui grafik pada tabel dibawahimi:



Grafik Hubungan Motilitas dan Viabilitas ~ :IT
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Gambar 11 Grafik hubungan motilitas dan viabilitassperma

5.6.2 Interaksi GFP pada Sperma

Berdasarkan hasil pengamatan sperma hasil elektroporasi dengan GFP
pada mikroskop konvokal terlihat pendaran hijau GFP yang bennteraksi dengan
sperma, posisi interaksinya sebagian besar berada pada daerah posterior kepala

sperma. PosiS interaksi pendaran GFP dengan spermaterlihat dalam gambar 22

Gambar 12. Posisi interaksi GFP dengan sperma (perbesaran3200x)



a. Pengaruh Tegangan Berbeds dengan konsentrasi Sama

Pada bab sebelumnys telah ditunjukkan hasil pengamatan pemberian
kejutan listrik dengan tegatigan yang berbeda-beda terhadap seperma. Dan pada
kali ini pemberiant egangan berbeda yang dikombinasi dengan konsentrasi GFP
yang sama. Perlakuan tegangan dilakukan pada 40 volt, 280 volt, 520 volt dan
1000 volt dengan konsentrasi DNA yang digunakan adalah 90ng/ul Hasil yang
diperoleh menunjukkan bahwa GFP &pat berinteraksi pada sperma ikan lele
dumbo di semua tegangan yang diberikan (lampiran 2). Namun pada tegangan
1000 volt tampak dengan jelas bahwa sperma telah hancur berkeping-keping.

Pada (lampiran 2) terlihat bahwa intensitas pendaran semakin metiingkat
dengan semskin tingginya tegangan yang diberikan. Sedangkan sebaran dari
pendaran GFP tidak merata. Hal irif terlihat pada gambaran intensitasnya yang
ti ook merata. Berdasarkan hesil di atas, pada tegangan 280 volt tidak memberikan
tasil demikian, Kemingkinah besar hal ini dissbabkan timbulnya panas saat
diberikan kejutan. Data hasil elektroporasi ditunjukkan pada tabel di bawah ini;

Tabel 11 Kondisi input = output Elektroporasi

Persentase jumlah Sper ma yang berinteraksi dengan GFP dihitung dengan
perbandingan jumlah sperma yang berinteraksi G-P dan tidak pada satu bidang
pandang tertentu. Dari hasil pengamatan yang diperoleh pada tegangan 40 volt
jumiah sperma yang berinteraksi dengan (G-P lebih banyak dibandingkan



perlakuan tegangan yang lain. Data persentase sperma yang berititeraksi dengan
(FP disajikan pada tabel di bawah ini:
Tabel 12. Tingkat interaksi GFP dengan Sperma

b. Pengaruh Konsentrasi dengan Tegangan Sama

Pada perlakuan konsentrasi yang berbeda, didapatkan bahwa G-P mampu
berinteraksi pada sperma disetiap konsentras yang diberikan. Namun pada
konsentasi 10 den 30 ng/yl intensitasnya sangat rendah bila intensitas laser yang
diberikan (HV = 520) dan terlihat hampir tidak berpendar. Namun saat
intensitasnya diperbesar (HV = 960) tampak sangat jelas adanya pendaran GFP.
Hd ini menunjukkan bahwa konsentrasi GFP yang masuk pada sperma sangat
sedikit. Data hasil pengamatat interaksi (GFP pada konsentras yang berbeda
ditunjukkan padagambar di bawah ini |



Konsentras Gambaran sperma-GFP | Gambaran sperma

Kontrol
(tanpa
Kejutan dan
non GFP)

10 ng /ul

30 ng/ul

90 ng/pl

Gambar 13:Perbandingan interaksi GFP-Sperma padakonsentras berbeda

563 Ekspresi GFP pada embrioL e

Sperma hasil elektroporasi dengan GFP selanjuinya difertilisasikan dengan
telur untuk mengetahui apakah sperma masih mampu membuahi telur. Apabila
hasilnya telur terbuahi maka perlu diketahui sperma yang membawa GFP yang
membuahi telur ataukah yang tidak membawa. Bila telur terlihat berpéndar hijau
maka yang membuahi telur adalah sperma yang membawa GFP Pada

pengamatan telur yang difertilisasikan dengan sperma yang dielektroporasi



dengan GFP diperoleh hasil bahwa tdur berpendar hijau yang merata hampir

diseluruh bagian telur. Hasil pengamatan ditunjukkan pada gambar dibawah ini:

| _ |

Gambar 14 : Ekspresi GFP pada embtio Ikan L ele



5.6.4 Ekspres GFP pada Larva

| Gambaran Ekspresi GFP | Gambar emrio tampilan DIC

Gambar 15: Ekspres GFP padaLarva

Dari gambar diatas terlihat bahwa GFP dapat berekspresi dalam larva ikan
lele dan bahkan ekgpresinya hampir di seluruh jaringan tubuh larva ikan lele
tersebut. Kondisi terseut diatas dicapai pada kondis elektroporasi dengan 40 V
dan konsentrasi GFP sebesar 90 ng/ul. Namun pada bagian lain tingkat intensitas

ekspres (FP pada masing-masingjaringan tidaklah sama.




565. Derajat Fertilisasi
Derajat fertilisas yaitu banyakriya telur yang terfertilisasi oleh sperma.
Jumlah telur yang terfertilisasi terlihat dengan adanya pembelahan dan
perkembangan pada telur. Hasil perhitungan jumlah telur yang terfertilisasi oleh
sperma hasil elektroporasi dengan gen GFP menggunakan konsentrasi (10 ng/pl,
30 ng/ul, dan 90 ng/ul) ditunjukkan pada tabel 1 di bawah ini:
Tabel 13 : Detajat fertilisasi

Hasil fertilisasi telur ikan lele (Clarias gariepinus) oleh oerma petlakuan
dengan GFP menggunakan tegangan 40 volt dengan konsentrasi GFP yang
berbeda-beda menunjukkan adanya penurunan dergjat fertilisasi dengan semakin
besarnyn konsentrasi -P yang diberikan. Berdasarkan hasil pethitungan nilai

derajat fertilisas, perlakuan dengan konsentrasi 10 ng/ul memiliki nilai rata-rata

paling © __°



Kontrol. 10 ng/pl 30 ng/ut 90 ng/pl Kontrol.
pra post
Konsentrasi GFP

Gambar 16. Grafik DayaFertilisas
Setelah hasil dergat fertilisasi dimasukkan pada analisa sidik ragam
diperoleh nila Friug l€bih kecil dibandingkan nilai Fpg 5% dan Fupg 1% Hasil
1m menunjukkan bahwa konsentrasi GFP yang berbeda-beda tidak memberikan
pengaruh yang berbeda nyata pada dergjat fertilisas Hasil analisa sidik tagam
dapat dilihat padatabei di bawah ini:

Tabel 14 Analisa Sidik Ragam Fertilisas

Sumber

L b JK KT Fhitung F5% F1%
keragaman =
1_Perlakuan 2 103,72 51,86 8,98™ 9,55 30,82
2 Acak 3 | 1733 5.77
TOTAL 5 12105
Keterangan: NnS= non significant
5.6.6 Derajat Penetasan Telur

Pada hasil perhitungan dergjat penetasan telur pada saat perlakuan

tegangan diperolehdata sebagai berikut:



Tabel 15. Daya Tetas Perlakuin Tegangan

Sedangkan hasil perhitungan derajat fertilisasi pada saat perlakuan
konsentrasi diperoleh deta sebagal berkut:
Tabel 16. DayaTetas Petlakvuan Konsentrasi

5.7 Pembahssan
5.7.1 Kualitas sperma kontrol

Kualitas sperma kontrol akan mernpengaruhi hasil elektroporasi. Karena
spetma hasil elektroporasi diharapkan masih memiliki motilitas dan viabilitas
yang bak sehingga masih mampu memfertilisasi telur, Memurut Wahyu (2009)
fertilisasi dapat didukung oleh kualitas spermatozoayang baik. Untuk mengetahui
tingkat fertifisasi yang lebih tinggi, perlu dicari larutan fisiologis yang dapat
menambah daya motilitas dan viabilitas spermatozoa. Menurut Rustidja (1983)
penggunaan Jarutan fisislogls yang mengandung NaCl dan urea dapat
mempertahankan daya hidup spermatozoa antara 20-25 menit.



Sperma sebagai obyek utama penelitian ini sangat diperlukan kuslitas
sperma yang baik. Memuut Adewumi etal (2005) Kualitas sperma sangat
bervariasi tergantung pada berbagai faktor eksternal seperti pemberian pakan,
mutu makanan, dan meningkatkan suhu lingkungan. Kualitas sperma ditunjukkan
oleh motilitas dan potensi fertilisasi,

Berdasarkan pernyataan Adewvumi diatas menunjukkan bahwa kualitas
spermma jugn ditentukan oleh kuslitas induk. Pada i nduk jantan sperma didapatkan
dengan cara pembedahan gonad. Hasil pembedahan gonad diperoleh jumlah
soerma berkisar + 1.5 ml. Jumlah gpama tersebut diperoleh dari pembedahan
gonad pada induk yang memiliki berat rata-rata 936,69 gr dan panjang rata-rata
532 ¢ Spsrma yang dihasilkan oleh ikan jantan beraneka ragam volum dan
maupun kualitasnya, hal ini dipengaruhi oleh umur, ukuran dan frekuensi
pengeluaran sperma (Kazakou, 1981 dalam Wira, 2007b), Berdasarkan ukuran
tersebut induk yang digunakan pada penelitian ini memiliki kualitas yang cukup
bak. Metnurut Anonymous (20094d) kualitas induk yang balk yaitu: a), umur telah
mencapa 1 tahun, b). ukuran berkisar 300-1000 gram/ekor, C). nampak sudah
jinak, d). badan mengkilat dan gemuk, €). tubuh schat dan tidak cecat.
Ditambahkan pula oleh Anonymous (2009) ciri induk Iele jantan berkualitas
adalah berat berkisar 100-200 gr, panjang 20-50 cm serta umur diatas tujuh bulan.

Pengamatan kualitas sperma kontrol sangat penfing dilakukan sebaga
bagian paling dasar dari kegiatan transfer gen Kualitas sperma yang bak akan
mempengaruhi aktifitas pengikatan DNA oleh sperma, Lavitrano (2006)
menyebutkan bahwa pengambilan DNA berkorelasi dengan kualitas Sperma
Houdebine (1997) menyatakan bahwa aktifitas pengikatan DNA dipengaruhi oleh



vitalitas spermatozoa, karena DNA tidak berinteraksi dengan spermatozoa mati,
Meskipun sperma dihentikan motilitashya dengan temperatur rendah tidak
menghilangkan aktifitas pengikatannya.

a. Motilitas

Berdasarkan hasil pengamatan sperma kontrol, kualitas sperma yang
digunakan masih cukup baik. Hal ini ditunjukkan denganpergerakan spermayang
bersifat fasr progressif’ dan nilai motilitas sebesar 70% pada kontrol sebelum
perlakuan dan 65% pada kontrol sesudah kegiatan eektroporas dilakukan.
Menurut Tolelihere (1981) persentase motilitas sperma dikatakan kurang baik
untuk poses fértilisasi bila di bawah 40%. Sedangkan Tabares (2007) mengatakan
balwa prosentase motilitas sperma kontrol setidaknya 78%

Pada nilai motilitas Joerma kontrol baik sebelum kegiatan elektroporas
dilakukan dan sesudeh kegiatan eektroporas dilakukan memiliki perbedaan nilai
yang tidak begitu jauh. Kemungkinan disebabkan oleh waktu perlakuan yang
ralatif singkat yaitn 1) am23 menit, Menurut Marawali dkk (2001) dalam Wahyu
(2009) di dalam semen segar, spermatozoa hanya bertahan hidup selama bebergpa

j amjika detajat metabolismenya tidak ditekan.

b Viabilitas

Pada pengamatan viabilitas, sperma kontrol juga menunjukkan kualitas
yang baik dengan nilai viabilitas 77,37% pada kontrol sebelum dimtilai perlakuan
dan 76,01% pada kontrol sesudah kegiatan elektroporas perlakuan. Menurut

Yutham (2007) balwa prosentase Sel sperma hidup minima 70%.



Tidak berbedajauh dengan nilai motilitas, nilai viabilitas sperma kontrol
sebelum dan sesudah keglatan elektroporasi tidak jauh berbedz meskipun terjedi
sedikit penurunan visbilitas kontrol sesudah elektroporasi. Hal ini disebabkan
alasan yang sama pada nilai motilitas. Namun sedikitnya penurunan ini
menunjukkan adanya penurunan kualitas sperma seiring lamanya rentang waktu
setelah spenna keluar dati gonad. Menurut Rustidja (2000) kemampuan hidup
sperma sangat dipengaruhi oOleh suhu dan secara urmurn akan lebih lama hidup

daamsuhu rendah.

572 Kualitas sperms perlakuan

Kualitas sperma hasil perlakuan juga sangat menentukan keberhasilan
kegiatan trander gen GFP ini, Alasannys, setelah sperma diberikan perlakuan
selanjutmya difertilisasikan dengan tslut, tujuannya untuk mengetahui integrasi
GFP pada embrio sehingga dibutubkan spennayang riasih viabil dan motil untuk
bisa memfertilisasi telur. Hasil fertilisasi antara telur dan spenna terelektroporasi
diharapkan menghasilkan embric membawa gen GFP yang dimasukkan ke dalam
sperma atau dengan Kata |ain sperma dapat digunakan sebagai vektor untuk
membawaDNA asing masuk ke telur saat fertilisas sebageaimana disebutkan oleh
Gandolfi 2fa/ (1989) dalam Handarini (2004) bahwa Spermatozoa merupakan
sarans seluler yang spesifik dirancang unt UK mentransfer DNA asing ke ddam
oodt. Dengan demikian zkan didapatkan embrio transgenik hasil fertilisas
tersebut, karena adanya pencampuran materi genetis dari keduanya, Menurut

Anonynmous (2009e) pada fertilisasi terjadi fusi pronukleus jantan dan betina,



a Motilitas

Motilitas sperma hasil elektroporasi dengan GFP menunjukkan adanya
peryrunan bila dibandingkan dengan sperma kontrol Hal ini disebabkan
elektroporasi dapa meningkatkan panas sel yang diberi perlakuan (Anonymous,
1999). Akibatnya panas tersebut dapat merusak membran sl spermatozoa
sehingga menurunkan motilitas spermatozoa. Pernyataan ini didukung oleh
Jeyendtan (1986) dalam Wahyu(2009) permesbilitas membran spermatozoa erat
kaitannys dengan motilitas dan visbilitas Spermatozoa. Ditambahkan pula oleh
Robertis & Robertis (1979) dalam Wahyu (2009) menyatakan bahwa
permeabilitas membran erat kaitannya dengan transportasi nutrisi yang diperiukan
pada metabolisme sel dalam menghasilkan energi. Apebila permeabilitas
membran sel sperma rusak maka trangport nutrisi akan terhambat sehingga ia
tidak mampu Iagi menghasilkan energi yang menyebabkan pergerakan
(motilitasnya) mehurun.

Pada perlakuan konsentras yang berbeds menunjukkan penurunan
motilitas spenna dengan semakin tingginya konsentras (FP yang diberikan,
Menurut El-Gendy et.al(2007) peda konsentras DNA yang lebih tinggi akan
mengurangi motilitas spenna. Dijelaskan pula oleh Schit et.al/ (1998) dzlam

Kouznetsov (2008) Konsentrasi DNA yang tinggi menghambat motilitas spermat.

b. Viabilitas

Pada nilai viabilitas sperma perlakuan juga memiliki nilai yang lebih
rendah dibandingkan dengan sperma kontrol. Pada sperma perlakuan sstelah
diberi kejutan ligtrik dan gen GFP kemudizn dilakukan pewarnaan dengan eosin



Pada hasil penelitian menunjukkan telur kontrol tidak berpendar, sebab
sperma yang digunakan untuk memfertilisasi tdu adalah sperma mumi tanpa
campuran GFP. Sedangkan pada telur yang difertilisasi sperma perlakuan 40 dan
520 volt menunjukkan adanya pendaran GFP. Namun pada perlakuan tegatigan
280 dan 1000 volt tidak memunjukkan adanya pendaran. Penyebab utamanya
adalah kerusakan sdl (tegangan 1000 volt) dan matinya sel goerma akbat
timbulnya ledakas saat kegintan elektroporasi dilakikan.

Pada hasil pengamatan integrasi GFP pada telur dserah yang memiliki
pendaran paling kuat adzlah pada kuning telur, Pendarannya bersifat [ebih merata
pada selurvh bagian kuning telur. Hal ini menunjukkan tempat integrasi GFP

terbessar pada telur adalah pada kuning telur. Menurut........

%.7.5 Ekspresi GFP pada larva
Integrasi GFP pada larva menunjukkan bahwa semua larva membawa

GFP. Hampir semua bagi an fubuh |larva memendatkan warha hijau GFP yang
menunjukkan GFP terintegrasi pada semua bagian tubuh larva Namun dientara
semua bagian itu, daerah kantung kuning telur (volksack) memendarkan warna
yang lebih kuat dibandingkan dari daerah yang lain. Menurut Kouznetsov (2008)

Dna aasing dapat tereleminasi pada saat perkembangan embrio,

5.7.6 Derajat fertilisasi

Berdasarkan perhitungan derajat fértilisasi juga diperoleh penurunan
tingkat fertilisasi walaupun penurunnannya tidek berbeda nyata. Hd ind
disebabkan pemberian kgutan listrik saat kegiatan elektroporasi menurunkan

motilitas dan viabilitas gperma sehitigga kemampuan pembuabannya akan ikut



terpengaruh. Menurut Sin ez @/, (2008) kelulushidupan embrio tergantung pada
kondis elektroporasi Hd ini menggambarkan penurupan dalam viabilitas dan
kemampuan pembuahan padasperma yang dielektroporasi.

Fertilitas telur sangat ditentukan oleh tingkat kernatangan telur, Menurut
Masrizal dah Azhar (2005) dengan Senaki n banyaknya telur yang mencapa
pematangan tahap akhir, maks akan semakin banyak pula telur yang dapat dibuahi
oleh sperma, sehinggs mengakibatkan prosentase fettilitas telur ikan lele dumbo
yang dihasilkari juga meningkat. Oleh karena itu pada penelitian ini dilakukan
penytntikap induk dengan menggunakan hormon ovaprim. Ovaprim berperan
dalam memacu terjadinya owvulasi (Gusrina, 2008 dalam Anonymous, 2009).
Dijelaskan pula oleh Michadl (2008) Hormon ini berguna untuk melancarkan

Proses pematangan dan pelepasante ur.

5.7.7 Derajat Penetasan

Berdasarkan data hasil perhitungan derajat penetasan telur diketahui
bahwa pada semekin tingginya konsentrasi GFP yang diberikan memiliki nilai
derajat penetasan yang relatif menurun. Ha inj berkaitan erat dengan tingkat
motilitas dan viabilitas spermanya. Menurunnya motilitas dan viabilitas sperna
maka dapal menurunkan dergjat’ fertilisesinya. Menurut Sin etal, (2008)
kelulushidupan embrio tergantung pada kondisi eektroporad. Hd ini
menggambarkan penurunan dalam viabilitas dan kemampuan pembuaban pada
Spermayang dielektroporasi,

Adanya penurunan derajat fértilisasinya maksa akan dapal menurunkan

dergat penetasannya pula Menurut Oyen éf al,, (1991) dafam Mastizal dan



Azhar (2005) bahwa prosentase dayatetas telur selalu ditentukan oleh prosentase
fertilitas telur, dimana semakin tinggi prosentase fertilitas telur meka akan
semakin tinggi pulaprosentasedayatetas telur, kecuali bila ada faktor lingkungan
yang mempengaruhi seperti perubahan suhu yang mendadak, oksigen dan pH
(detajat keasaman).
Kualitas telur yang bak juga berperan dalam keberhasilan penetasan.
Telur yang baik akatt terus berkembang hingga menetas tanpa ada kecacatan pada
larva yang dihasilkan. Menurat Anonymous (2009) definisi kualitas telur yang
wnum digunakan adalgh kemampuan telur untuk menghasilkan benih yang baik.
Potensi telur untuk menghasilkan benih yang balk ditentukan oleh beberapa
faktor, yakni faktor fisik, genetik dan kimia selama terjedi proses perkembangan
telur. Jika satu dari faktor esensial ini tidak ada maka telur tidak berkembang
daam beberapa stadia. Beberapa indikator kualitas telur adalah sebagal berikut:
» Pembuahan atau fertilisasi, merupakan asosiasi gamet, dimana asosiasi
ini merupakan mata rantai awal dan sangat penting pada proses fertilisast:
Rasio pembuahan sering digunakan Sebagal parameter untuk mendeteksi
kualitas telur. Penggabungan gamet biasanyadisertai dengan pengaktifan
tdur. Sdlama fertilisasi dan pengaktifan, telur-telur ikdn teleostei
mengalami reaksi kortikal. Kortikal dveoli melebur, meiepaskan cairan
koloids, dan selamjimnya memulai pembentukan ruang periviteline.
Kortikal alveoli muncil setelah terjadinya fertilisasi dar teaksi kortikal
yang tidak lengkap menunjukkan kualitas telur yang jelek. Bebergpa hal
yang mempengaruhi pembuahan adalah berat telur ketika terjadi

pembengkakan oleh air, pH cairan ovari, dan konsentrasi protein



» Marfologi, morfologi S8l juga seting digunakan untuk meneliti kualitas
telur dan parameter morfologi ini lebih sensitif dibandingkan dengan
kelangsungan hidup. Pada pembelahan awal (blastomer) embrio tidak
berdifferepsiasi dan ini menjadi dasar untuk perkembangan embrio
selanjutnya. Kerusakan pada sel ini akan mempengaruhi perkembangan
akhir dari embrio dm akhirnya akan terjadi kerusakan pada salah satu sel
dalam perkeémbangannya. Pengamatan jugs termasuk melihat simetri
pembelahan avd serta banyaknya embrio dan larvayang cacat.

Ukuran telur, Ukuran telur mencakup volume telur, bobot basah dan
bobot kering, Dari segi energetika istilah terbafk untuk ukuran telur adalah
kandungan energi per telur atan joule per telur. Kalori telur menunjukkan
jumlah energi yang tersedia bagi embrio untuk berkembangen Ukuran
telur berkorelasi dengan ukuran larva Larvayang besar lebth tahan tanpa
pakan dibandingkan dengen larva berukuran keeil yang dipijehkan dari

telut keeil.

5.7.8 Kualitas air media penetasan telur.

Pengukuran kualitas ar ned a penetasan tdlur yang dilakukan meliputi
pengukuran suhu, pH dan DO. Hasil pengukuran yang diperoleh kualitas air tidak
begitu fluktuatif, dengan nifai subu antara 24,1°C sampal 24,4°C pada pagi hari
dan 24,5°C sampal 25,4°C padasore hari. Nilai pH antara 7,25 sampa 7,51 dan
DO antara 4,33 ppm sampa 5,99 ppm. Nilai kualitas air pada suhiu den DO ini
berada sedikit di bawah nilai kualitas air yang baik untuk penetasan telur ikari lele
dumbo. Sedangkan nilal pH masih berada pada batas standart. Menurut Lindroth
dalam Huisman (1976) dafarm Mastizal dan Azhar (2005) mengemukakan pula



bahwa selama masa inkubasi, tetur membutuhkan oksigen terlarut berkisar antara
5,16 = 8,87 ppm. Untuk derajat keasaman (pH), Djatmika dkk., (1986) dalem
Masrizal dan Azbar (2005) mengemukakan pula behwa kisaran pH yang baik
untuk penetasan telur ikan lele dumbo adalah 6,5 = 8,0. Sedangkan berdasarkan
Standart Nasional |ndonesa, kualitas air untuk penetasan felur memiliki kisaran

subu: 25 °C - 30°C dan Nilai pH: 6,5 - 8,5.



BAB IV
KESIMPULAN DAN SARAN

61 Kesimpulan

Berdasarkan hasll penetitian dapat disimpulkan hal-hal sebagai berlkut:

6.1.1 Optimasl Tegangan

Pemberian tegangan fistrik dapat menurunkan tingkat motilitas sperma lkan lele

dumbo (Clarias spp);
Tingkat motllitas menunjukkan berbeda nyata antar perlakuan dan perlakuan terbaik

yaltu 40 Viem ;

Daya fartifisasi sperma menunjukkan penurunan karena adanya kejutan listrik;

Daya tetas telur yang dibuahl dengan sperma yang sudah dielekiroporasi tidak
ménunjukkan perbedaan yang nyata namun perlakuan yang menghasilkan daya
tetas tertinggl yaltu perlakuan 40 V dengan kensentrasi DNA 90 ng/ul.

Motllitas dan viabilitas sperma akan semakin menurun dengan semakin
meningkatnya tegangan:

Hubungan rnotllitas dengan daya fertilisasi sperma adalah berbanding lurus yaltu
sernakin tinggt motllitas maka semakin tinggi daya fertitisasl sperrna dan berlaku

seballknya;
Daya fertilisasl sperrna berbanding lurus dengan daya tetas telur dan sangat

dipengaruhi oleh faktor lingkungan ;

Nilal kisaran kualitas medla penetasan telur masih dalam kisaran yang layak untuk

menunjang proses perkembangan telur.



6.1.2 Optimasi Konsentras|GFP

- Perlakuan konsentrasi GFP yang berbeda-beda menunjukkan bahwa tingkat
interaksl| terbanyak pada konsentras| 80 ng/u!

- Posisi interaksi antara GFP dan sperma sebaglan besar terletak pada baglan
posterior kepala sperma;

= Konsentrasi GFP (80 ng/il) dengan tegangan 40 volt memberlkan ekspresi yang

terbalk pada embrio danlarva,

6.2 Saran

Berdasarkan hasit penelltian, disarankan:
- Elektroporasl pada sperma lkan lele dumbo (C/arias sp) sebagai media transfer gen
sebalknya dllakukan pada tegangan 40 V/em dengan 1 kali kejutan dan lama kejutan
005 ms.
Periu dllakukan penelltian leblh lanjut untuk membandingkan metode square wave
dengan expenential pada voltase yang leblh rendah terhadap motilitas dan viabilltas

sperma,
- Perlu dllakukan penelltlan lanjutan untuk mengetahui pengaruh pemberian tegangan

40 Vfem terhadap sperma lkan specles yang fain.
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Lampiran 1: Prosedur Perbanyakan Konstruksi Gen

Perbanyakan konstruksi gen ini dilakitkan dengan langkah-langkah sebagai
berikut : 1) Pembuatan sel kompeten, 2) transformasi, 3) identiikasi transformasi,

dan isolasi palsmid.

Pembuatan S$el Kompeten dan Transforamsi (Metode Suharsono dan

Widyastuti, 2006) sebagai berikut:
1 )¥embuatan sel Kémpatsn

1.

10.

Ambil sebuah koloni bakteri E.coli DH5¢ dart biakan di media
SOB dan dikultur dalam tabung reaksi yang berisi 2 m! LB
cair yang mengandung antibiotik ampisilin.

Inkubasi biakan bakteri pada suhu 37°C di dalam
penggoyang (enviromental shaker) 200-250 rpm selama
semalam.

Ambil 200 ml dan biakan dalam 20 m! L&, inkbuasi selama 2-

3 jam dan diukur densitasnya sampai ODgg = 0,4 -0,5.

Setelah ity ambil biakan bakteri sebanyak 1,5 mi dan
masukkan ke dalam tabung eppendorf setta inkubasi di
dalam as selama 10 menit.

Kemudian bakteri diendapkan dengan cara sentrifugasi
pada kecepatan 3.000rpm selama 10 menit pada suhu 4°C.
Supernatan (cafran} dibuang dan endapannya disuspensikan
dalam 495 ul ( 0,33 volume asal) buffer transformasi (TB)
g&cara hati-hati,

Kemudianinkubasi on ice selama 10 menit

Kemudian disentrifugasi pada kecepatan 3000 rpm selama
10 menit pada suhu 4°C

Supernatan (Cairan) dibuang dan endpatan disuspensikan
dengan 41.25 i (0,08 volume asal) buffer transformasi (TB).
Kemudian tambahkan DMSO sebanyak 3,3 ! (7-8% volume
dari 1/12 volume TB), goyang dan biarkan dalam es selama
10 menit. Bakteri ( Sel kompeten) siap ditransformasikan.

2) Tahap selanjutnya tranformas! Sel dilakukan dengan cara sebagai benkut :
1 Ambil 50 pl bakteri kompeten dan tambahkan 10 wi DNA
dimasukkan ke dalam tabung ependorf dan inkubasi didalam es

selam 20 -25 menit.



Campuran tersebut diberikan kejutan panes pada suhu 42°C

selama 45 detik dan segera masukkan ke dalam es selam 5 menit.

3. Pindahkan tabung pada suhu ruang dan tambahkan 100 media
¢air 2X YT.

4. Inkubasi eppendorf pada alat penggoyang dengan kecepatan 250
rpm setama 20 menit pada suhu 37°C.

5.  Kemudian ambil sebanyak 100 ut dan sebar pada media LB padat
yang mengandung antibiotik (ampisilin).

6. Untuk menyeleks! adenya sisipan di dalam plasmid yang
mengandung gé7 JacZ, tambahkan 0,1 M IPTG (10 pl/cawan) dan
2 % X-gal (50 pl/cawan) pada permukaan medium.

7. Bakteri yang mengandung fragment yang disisipkan di situs
pengklonan (MCS =Muttiple Cloning Site) di daerash /acZ akan
membentuk koloni berwarma putih, sedangkan bakteri yang
mengandung piesmid di dalam MCS di daerah lacZ tidak tersisipi
fragmen DNA akan menghasilkan koloni berwarna biru.

8 Bakter yang tldak mengandung plasmid akan mati (tldak
membentuk koloni).

9. Kultur diinkubasi semalam pada suhu 370C di dalam inkubator

dengan meletakkan cawan petri secara terbalik (media di bagian

N

3) Kemudlan dllakukan ldentlfikasi transformasi dengan cara :
1. Koloni yang berwarna putih dllakukan pengujian kembali dengan

pembuatan plating koloni dan elektroforesis.
2. Koloni wama putih dad masing-masing bakteri yang membawa plasmid
dengan insersi yang berbeda diambil menggunakan tusuk gigi steril dan

dioleskan ke taburig mikro 1,5 mi
3. dan dilanjutkan dengan penggoresan pada cawan agarose 2XYT (A,1X)

untuk membuat master piate,
4. Master plate diinkubasi pada suhu 370C selama 8 jam. Ke dalarn tabung

mikro berisi bakteri ditambahkan 10pL buffer cracking {0,2 g saccharosa,
40 pl NaDH 5 M, 50y SDS 10% dan sisanya SDW hingga larutan
menjadi 1 mL), 10 pL larutan EDTA 1 M dan sekitar 2 pt 6X buffer loading
berisi KCL 1 M dengan perbandingan volume 1 : 1.



5. Setelah diinkubasl sekitar 5 mentit, dilakukan senttifuse pada kecepatan

t3.000 rpm selam 15 menit.
6. Sebanyak 3 kolonl bakteri yang membawa insersi kemudian dlambil
menggunakan tusuk gigi sterll dan disentuhkan ke dalam media cair 2x

YT berisi ampisilin,
7. Inkubasi bakteri dilakukan pada suhu 37°C selam 14 jam.

4) Langkah selanjutnya, adalah isolasl plasmid. isclasi plasmid dilakukan
menggunakan ki Blo Basi Inc.E2-10 dengan prosedur sesual manual sebagai

berikut;
1.
2.

w

Bakteri dari setiap tabung kultur dituang ke dalam tabung mikre 1,5 mk.,
Bakterl diendapkan dengan csra senrifuse pada kecepatan 12.000 rpm

selama 2 menit.
Supernatan dibuang dan kedalam tabung rikro berisi pelet bakteri

ditambahkan larutan | sebanyak 100 pl, dilenjutkan dengan vortex sampai
semua pelet bakteri lepas darl dasat tabung selama 1 menit

Kemudlan ditambahkan larutan !l sebanyak 200 ul. Tabung dibotak-
balik/inserting . gerakan membuat angka delapan) 4-6 kali sampai terbentuk
gumpalan-gumpalan putih dan dibiarkan dalam suhu ruang selama 1 menit (
jangan divortex, agar terhindar darl kontaminasi DNA).

Tambahkan 350 ul sclusi I, dan dladuk dengan cara gerakan Raatés
kebawah (mix gently). Dan inkubasi dalam suhu ruangan selama 1 menit;
Kemudian sentrlfuse pada kecapatan 12,000 rpm selam 5 rmenit.

Supernatan (Step 5) dipindahkan ke tabung (EZ-10),

Kemudian sentrifuse sekalilagl pada kecepatan 10.000 rpm selama 2 menit
Ulangi langah no.7 dengan kemudian disentrifus dengan kecepatan sama

dengan waktu 1 menit untuk memindahkan sisa-sisa residu larutan,

10, Pindahkan kolom berisi plasmid tersebut kadalam tabung mikro volume 1,5 m

dan tambahkan 30-50 ul Elution Buffer ke bagian tengah tabung tersebut dan
inkubasi dalam suhu ruang selama 2 menit,

11, Kemudian sentrifuse dengan kecepatan 10.000 rpm selama 2 menlt,

12. Kemudlan simpan DNA plasmid dalam suhu = 20°C.
13. Kernudlan konsentrasi DNA diukur dengan menggunakan mesin DNA/RNA

Quant.



Lamipiran 2 Prosedur Pengukuran Konsentrasi DNA dan RNA

Larutan DNA atau RNA diencerkan terlebih dahulu sebanyak 40 kali
(pengenceran 40 X dengan cara 2,5 ut RNA hasil lama, dibilas teflebih dahulu

dengan piran O dan tambahkan 97,5 ul)

. Alat genequant dinyatakan dan kuvet dikeluarkan dari temat penyimpanan

lalu dibllas dengan aquadest

. Kalibrasi dllakukan dengan mengukur absorbansi pelarut (SDW untuk DNA

dan DEPC untuk RNA), dengan memasukkan 80 ul pelarut tarsebut ke dalam
kuvet. Kemudian kuvet dimasukkan ke dalam alat, lalu di tekan tombot “sat
ref’, hasll pembacaan akan menunjukkan nilai absorbansi 0,000. Dilanjutkan
dengan pengukuran konsentrasi DNA atau RNA.

. Kuvet yang akan digunakan , dibilas terlebih dahulu dengan 20 ul iatutan

DNA atau RNA yang akan diukur. Setelah itu lanutan yang akan diukur
dimasuikan ke dalam kuvet sebartyak 80 ul dan kuvet diletkkan di dalam alat

. Setalah tombol'sampel’ ditekan dan konsentrsi larutan sudah terbaca, kuvet

dikeluarkan dan dibilas dengan aquadest.

Tahap akhir dari psrbanyakan atau kloning gen pengkode hormon
pertumbubhan pada ikan Nila merah ( Orechromis niloticus) ini adalah
meiakukan sekuensing, karena tahapan sekuensing telah dilakukan dari hasil
penslitian Kobayashl (2006) dan data dari Bank Gene dengan Accession

Number QA7830.



Laerlran 3 : Panduan Operasional Ejektroporatar (BIO-RAD)

1. Sambungkan steker alat ke sumber listrik yang sesuai
2. Tekan tombe! “tombol (0-)" di samping kanan alat untuk menyaiakan alat
3, Muncul tampilan awal pada screen "Home screen*

8. Prosedur Membuat Protoko! baru
1 Pada tampilan "home scresn” pilih option Ne.5" User Protocols” dengan cara
menekan tombol “ 5" pada keypad atau mengarahkan cursor k& nomor 5

2. Tekantombolenter pada keypad

3. pada tampilan akan muncui'user directory”
4. pllihnomor yang belum diberi nama user

6. Tekan tombol enter pada keypad

6. Ketikkan nama user

b

. Tekan tombol save pada keypad
Letakkan cursor dl nama user yang ak&n digunakan

8.

9. Tekan tombol enter pada keypad

10. Pada tampilan akan muncul Select Method' dengan option :
) Exsponential Protocol
2} Time constant Protocol

3j Square wave Protocol
Pilih salah satu yang sesuai dengan parametsr hasil yang diinginkan

dengan menelaln tombol nomor yang dipih pada keypad atau
mengarahkan cursor ke noor yang dipilih dan ditekan tombol enter pada

keypad
11. isis point di bawah Ini sesuai kebutuhan

1) Voitage (V)
2) Capacitance (uF)
3) Risestence (....)
4) Cuvette (mm)

12. Setelah semua point diisi

13. tekan tombol save
14. Beri nama pada protocel baru yang telah dibuat ( 1 nama user dapat

menyimpan 12 protocol)

15. Tekan enter
16. Tekantombol enter sekall lagi sehingga muncuf dtail protocol yang digunakan

C. Run Electroporation
1. pada tampllan "home screen" dipilih nomor 4"user protocol" dengan cara

menekan tombol “4* pede keypad atau mengarahkan cursor ke nomor 4.
2. Muncul Pre-Set Protocol
1) Bactetrial
2) Fungal



3) Mammalian
Pilih salah satu yang sesuai dengan sel yang digunakan dengan
mangarahkan cursor pada nomer yang dipilih ( banyak pilihan)

3. Tekan tombol enter pada keypad

4. Dipitth salah satu dari 12 jenis competent cell yang muncul pada tampilan

dengan menggerakkan kursor ke nomor yang yang dipilih

5. Tekan tombo! enter pada kéypad

6. Persiapan sampel dengan langkah sebagai berikut :

1) masukkan 5 ul plasmid + 25 ul sperma

2) buku tutup "shock Pod"

3) pasang kuvet pada "Shock Pod"

4) tutup kembali tutup shock pod

7. tekan tombol'pulse’ untuk menjatankan electroporation

8. Muncul hasil dengan tampilan sesual dengan parameter yang dipilih

D. Mematikan atat
1. Pastikan kuvet telah dikeluarkan dari Shock pod dan tidak ada bahan

kemikalia yang tertinggal
2, Tekantombol“ Power" kembali untuk mernetikan alat

3. Cabut steker alat dari sumber tegangan



Lampiran 4. Gambar Spenna Lele Dumbo (Clanias spp), perbesaran 400 x

Ukuran Spenna

- Diameter Kepala =+19,6 um
- Panjang Ekor =+191,3 pm
- Panjang Total Sperma =+ 210,9 ym

- panjang leher =+20,5um



Lampiran 6 : Sample Berat induk dan Gonad



Lampiran 8 : Gonad ikan Lele Jantan
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Lampiran 7. Gene pulser ( Elektroporator)

Elektroporator Gene Pulser
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