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ABSTRACT

Recently, global food security has become a hot issue by the public in national as well as out of the country. Aquacultural output will
need to be (ncreased several fold in order to meet the rising demands for fish in coming years as the increasing of mankind population. The
intensity and capacity of production is expected to increase using biotechnology approach. One of the advances biotechnologies that
expected to be a powerful approach for aquaculture development 15 transgenic technique. This technique has been applied to scveral
commercially valuable species. This review describes various techniques of gene transfer, persistence and expression of transferred gene,
application and future aspect of gene transfer research in aquaculture.
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ABSTRAK

Saat ini, keamanan pangan telah menjadi isu hangat di masyarakat baik di dalam mauvpun di luar negeri. Produksi akuakultur
diharapkan dapat ditingkatkan becberapa kali fipat untuk memenuhi kebutuhan pangan berupa ikan dimasa-masa mendatang akibat
perungkatan populasi manusia. Intensitas dan kapasitas produksi diharapkan meningkal dengan menggunakan pendekatan bioteknologi
Salah satu tekmik modemn vang diduga akan menjadi sarana yang berguna dalam pengembangan akuakultur adalah tcknologi transfer gen.
Teknik ini telah diaphkasikan pada spesies-spesies yang memiliki nilai ekonomis. Ulasan ini menggambarkan vanas) metode transfer gen,

persistens: dan ekspressi dan gen yang ditransfer, aplikasi dan prospeknya ke depan dari penelitian transfer gen dalam akuakultur.

Kata kunci : transfer gen, ekspressi gen, bioteknologi, akuakultur

PENDAHULUAN

Keamanan pangan telah menjadi isu utama saat ini
baik di dalam maupun di luar negeri. Dengan perkiraan
jumlah populasi dunia mencapai 11 milyar pada tahun
2050, sektor pertanian (termasuk perikanan) ditantang
_untuk bisa melipatgandakan produksi pangan di tahun
2025 dan tiga kalt lipat di tahun 2030, dengan kondisi
lahan dan air per kapita berkurang dan tantangan
kondisi lingkungan meningkat. Peningkatan produksi
perikanan, dalam hal ini seafood, diperlukan sekitar 7
kali lipat di tahun 2020 (Hew & Fletcher 1997).
Produksi pertanian yang berbasis lahan, dalam arti
luasan dan output per hektar, telah mencapai titik
maksimum dengan melakukan pemupukan dan selektif
breeding. Hal tersebut diperburuk oleh bertambah
jeleknya kualitas tanah, air dan udara, yang disebabkan
oleh perubahan iklim global, penggundulan lahan,
polusi,dan industrialisasi (Hew & Fletcher 2001).

Perkembangan ilmu biologi molekuler akhir-akhir
ini telah memungkinkan dengan mudah membuat klon
suatu gen vang dunginkan. Pada tahun 1980, Gordon ef
al. (1980) melaporkan keberhasilan memindahkan gen
ke tikus dengan cara menyuntikkannya ke dalam
pronukieus telur yang sudah dibuahi, Tikus tersebut
selanjutnya dinamakan ‘tikus transgenik’. Dengan

menggunakan teknik ini, suatu gen yang menkodekan
karakter tertentu yang diinginkan dapat diintroduksi ke
suatu individu. Sekali gen asing terintegrasi ke dalam
genom resipien, gen tersebut akan diwariskan ke
keturunannya melalui germ line. Sebagai contoh,
tingkat pertumbuhan dapat dipercepat dengan meng-
introduksi gen yang mengkodekan hormon pertum-
buhan yang mensintesa peptida hormon pertumbuhan
dalam jumlah yang besar, dan daya tahan terhadap suhu
dingin dapat diperoleh dengan memasukkan gen yang
mengkodekan protein antibeku (antifreeze protein) dari
ikan yang hidup di temperatur sub-zero.

D1 bidang akuakultur, domestikasi strain yang
mempunyai karakter yang baik seperti yang dimiliki
oleh hewan, misalnya Holstein cow, Yorkshire pig, and
white leghorn chicken, masih sangat sedikit
dikarenakan histori dari akuakultur tidak setua dengan
peternakan dan teknik selektif breeding membutuhkan
waktu vang lama (beberapa generasi) untuk mem-
peroleh strain seperti demikian {Yoshizaki 2002). Oleh
karena itu, biologi molecular mungkin merupakan suatu
metode yang cepat dan efektif untuk diaplikasikan
dalam pembenihan. Selanjutnya, teknik ini diperkirakan
menjadi alat yang berguna untuk akuakultur secara
umum. Ulasan ini menggambarkan beberapa teknik
transfer gen yang umum dilakukan, persistensi dan
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ekspressi dari gen yang ditransfer, aplikasi dan prospek
ke depan dalam bidang akuakultur.

TEKNIK TRANSFER GEN
1. Mikroinjeksi

Teknik mikroinjeksi yang dikembangakan dari
teknik produksi tikus transgenik merupakan teknik yang
umum digunakan dalam introduksi gen pada ikan. Gen
yang akan diinfroduksi disuntikan ke se! mengunakan
gelas pipet yang sangat kecil {(diameter ujung jarum
sekitar 0,05-0,15 mm). Pekerjaan ini dilakukan di
bawah mikroskop dengan bantuan sebuah mikromani-
pulator pengatur gerak jarum suntik dan volume larutan
DNA  vang akan disuntikkan. Namun demikian,
terdapat dua masalah dalam pengaplikasian teknik ini
pada ikan (Yoshizaki 1998). Masalah pertama adalah
mti  telur ikan yang telah dibuahi relatif sulit
diidentifikasi dimikroskop karena ukurannya kecil dan
volume sitoplasma besar (Hacket 1993). Korion telur
sangat keras dan sulit ditembus oleh mikropipet
merupakan masalah kedua yang dihadapi pada kan.

Untuk mengatasi masalah tersebut di atas,
beberapa cara telah dikembangkan untuk beberapa
spesies berbeda. Beberapa peneliti menyuntikan gen ke
inti telur medaka yang belum matang. Telur yang belum
matang tersebut diinkubasi secara in vitro. Pada fase ini
inti telur (disebut sebagai germinal vesicle) sudah
kelihatan dan akan matang secara spontan dengan cara
in vitro. Sebagai tambahan, telur medaka sangat keras
setelah dibuahi sehingga penyuntikan pada saat tersebut
dengan korion yang lembut akan lebih mudah. Akan
tetapi, indukst pematangan telur secara irn vitro
memerlukan prosedur yvang rumit dan membutuhkan
waktu relatif lama pada spesies tertentu. Oleh karena
itu, kelompok peneliti lain membuat ikan transgenik
dengan cara menyuntikkan gen dengan jumlah copy
yang banyak ke sitiplansma telur yang telah dibuahi
sebagai alternatif penyuntikan ke inti telur.

Beberapa metode telah dilaporkan untuk mengatasi
kesulitan di atas untuk menembus korion yang keras.
Korion telur ikan rainbow trout yang keras setelah
dibuahi ditusuk dengan jarum metal dan gen
disuntikkan melalui lubang yang terbentuk dengan
menggunakan gelas mikropipet (Chourrout er al. 1986).
Pada ikan cyprinids, korion dibuang dengan bantuan
proteinase dan selanjutnya telur tersebut dapat disuntik
dengan mudah (Ueno et al. 1994). Cara lainnya adalah
gen disuntikkan melalui mikrofil (Brem et af. 1988%).

Meskipun waktuz yang tersedia cukup singkat,
penyuntikan dapat ditakukan sesaat setelah pembuahan
dan sebelum korion mengeras. Sementara kami
menemukan bhahwa dengan melakukan treatmen

menggunakan glutathtone 1 mM masalah telur rainbow
trout yang keras dapat diatasi (Yokshizaki et al. 1991a,
1991b). Dengan demkian kami bisa menyimpulkan
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bahwa diperlukan seleksi metode yang cocok untuk
setiap spesies ikan.

Secara umum, jumlah copy gen yang disuntikkan
ke dalam sitoplasma adalah 10° sampai 10° dan 5.000
sampai 10.000 kopi untuk penyuntikan ke dalam inti
telur. Gen ini dilarutkan dalam beberapa pikoliter
sampai nanoliter salin atau buffer Tris-EDTA.
Mikroinjeksi harus dilakukan pada fase 1 sel untuk
mendistribusikan gen ke setiap sel yang membelah. Jika
penyuntikan dilakukan ke dalam salah satu blastomer
setelah pembelahan sel, gen hanya bisa terdistribustkan
dari sel yang disuntik tadi. Tingkat kelangsungan hidup
dan persentase ikan yang membawa gen yang telah
disuntikkan bervariasi bergantung kepada keterampilan
dan spesies ikan. Bila telur rainbow trout yang telah
difreatmen dengan glutathione disuntik dengan DNA
konsetrasi 10’ (dilarutkan dalam 2 nL buffer Tris-
EDTA), tingkat penetasan secara umum sama dengan
control (tidak disuntik), dan sekitar 50% dari total
juvenil membawa gen yang ditransfer dalam genomnya
{Yoshizaki ef al. 1992).

2. Elektroforesis

Metode lain yang juga popular digunakan dalam
pembuatan ikan transgenik adalah elektrofores:s.
Prinsip metode inmi adalah membuat reparable-holes
pada membran sel dengan bantuan aliran listrik yang
bergetar (electric pulse). Sel disuspensikan dalam
larutan DNA, dan larutan ini dapat masuk ke sel
melalui lubang yang telah terbentuk. Pada awalnya,
metoda ini dikembangkan untuk kultur sel; namun
demikian teknik ini dapat juga diaplikasikan untuk telur
dan sperma ikan, Teknik eletroforesis telah digunakan
dalam beberapa spesies ekonomis penting seperti
channel catfish, carp (Powers et al. 1992), dan salmon
(Sin et al. 1993; Symonds et al. 1994). Powers et al.
(1992) memproduksi ikan transgenic channel catfish
dan carp dengan melakukan elektroforesis mengguna-
kan telur yang telah dibuahi. Dalam beberapa kasus,
tingkat kelangsungan hidup dan transformasi yang
diperoleh dengan elektroforesis tidak setinggi dengan
level yang diperoleh dengan teknik mikroinjeksi. Baru-
baru ini, laboratorium kami telah mengembangkan
teknik elektroforesis ini untuk memperoleh hastl yang
lebih baik dengan menggunakan sperma yang telah
direhidrasi (Kang ef af. 1999). Pertama-tama sperma
ikan mas dihidrasi dalam larutan hiperosmotik dan
dilanjutkan dengan rehidrasi dengan larutan hyposmotik
vang mengandung DNA untuk mengembalikan tekanan
osmotic cairan seminal ke kondisi awal. Elektroforesis
dilakukan pada saat proses rehidrasi. Tingkat keber-
hasilan transfer yang dianalisis menggunakan ikan
umur 30 hari adalah sekitar 66%, sedangkan teknik
elektro-foresis yang biasa pada kondisi isotonic hanya
20%. Hasil ini menunjukkan bahwa elektroforesis
selama rehidrasi dapat meningkatkan penyerapan DNA
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yang juga berarti meningkatkan frekuensi transfer gen.
Meskipun teknik ini belum sempurna, hasil yang
diperoleh menunjukkan bahwa cara int cukup efektif.
Penelitian lebih lanjut masih  dibutuhkan untuk
mendapatkan tingkat keberhasilan yang lebih baik
dengan metode ini.

3. Metode Alternatif

Kedua metode transfer gen yang dipaparkan di atas
telah digunakan secara rutin pada tkan. Akan tetapi
akan menghadapi masalah bila menggunakan ikan yang
perkembangan embrionya terjadi di dalam tubuh
induknya seperti pada gapi, platy dan swordtail. Juga,
umumnya spesies krustasea vang penting untuk
akuakultur. seperti udang dan lobster tidak melepaskan
telumya yang baru terbuahi. Akibatnya, transfer gen
tidak bisa dilakukan dengan cara mikroinjeksi atau
elektroforesis. Altematif metode transfer gen untuk
spesies seperti itu telah dikembangakan oleh Burns et
al. (1993) dengan menggunakan bantuan sebuah vektor
yvang dikenal sebagai replication-defective pantropic
retroviral. Vektor ini telah menunjukkan hasil yang
efektif dalam menginfekst sel lines ikan, kadal air,
kodok {(Xenopus) dan nyamuk (Bumns ef al. 1993, 1994;
Matsubara ez a/. 1996), dan telur ikan yang baru dibuahi
seperti medaka, zebra dan kerang, Mulina lateralis
(Burns et af. 1993; Lin et al. 1994; Lu ar al. 1996,
1997), dan sukses menghasilkan transgen. Baru-baru ini
juga Sarmasik ef ai. (2001) telah berhasil memproduksi
1kan transgenik dengan menyuntukan vektor tersebut ke
daerah sekitar gonad ikan gapi (Poecilia lucidai) dan
crayfish (Procambarus clarkif). Lu et al. (2002) juga
berhasil membuat ikan silver sea bream transgenik
dengan menyuntikkan ¢cDNA (hormone pertumbuhan
ikan rainbow trout dengan promoter ikan mas B-actin)
yang dicampurkan dengan liposom ke gonad ikan, dan
cara ini disebut sebagai “testis-mediated gene transfer”.
Hasil yang diperoleh dengan cara ini relatif sama
dengan hasil yang diperoleh dengan cara elektroforesis
(Lu et al. 2002).

Metode alternatif lainnya adalah transfer gen
dengan bantuan sel, atau dikenal dengan “cell mediated
gene transfer”. Teknik ini merupakan pengembangan
dari metode mikroinjeksi, dengan pertimbangan bahwa
untuk menghasilkan tkan transgenik membutuhkan
banyak waktu, biaya, fasilitas dan tenaga. Dengan
mengisolasi scl yang membawa gen yang mengkodekan
protein aktif, se! tersebut dapat disimpan dalam jangka
waktu yang cukup lama, dan pada saat dibutuhkan
dapat ditransplantasikan ke ikan resipien. Teknik ini
telah berhasil diaplikasikan ke i1kan rainbow trout
dengan menggunakan sel bakal gonad (PGC,
primordial germ cell) yang membawa gen GFP (green
fluorescent  protein). Dengan menyuntikannya ke
embrio ikan rainbow trout, PGC terscbut berkembang
sepert1 halnya PGC normal lainnya. Namun demikian
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penerapan teknik ini masih memerlukan penelitian lebih
lanjut untuk bisa diaplikasikan pada spesies ikan lain,

PERSISTENSI DAN EKPRESSI GEN

Gen yang ditransfer akan direplikasi tanpa
mengalami integrasi ke dalam genom resipien pada
awal perkembangan embrio (review oleh Iyengar ef al.
1996). Setelah mengalami beberapa pembelahan sel,
beberapa gen asing tersebut terintegrasi secara acak di
genom resipien di salah satu blastomer yang diikuti
dengan pembentukan conrcatemer (cluster dari fragmen
DNA yang terjalin satu sama lain). Terkadang pula gen
asing terintegrasi ke dalam blastomer yang berbeda
pada fase perkembangan yang berbeda (Yoshizaki et al.
1991b). Gen asing yang terintegrasi akan stabil di sel
resipien, sementara dalam bentuk ekstrakromosomal
akan terdegradasi oleh endogenous nuclease.

Gen yang telah terintergrasi akan ditransmisikan ke
keturunannya melalui germ line (Hacket 1993). Bila
gen terintegrasi ke dalam genom sebelum pembelahan
sel pertama, gen akan didistribusikan ke setiap sel dan
50% dart germ sel akan memiliki gen asing tersebut
setelah meiosis. Namun demikian, integrasi biasanya
terjadi setelah sel membelah beberapa kali. Oleh karena
itu, akan terdapat dua macam sel, yaitu memiliki gen
yang ditransfer dan yang tidak membawa, yang dikenal
dengan istilah mosaik. Keadaan mosaik ini menyebab-
kan persentase keturunan yang membawa pen asing
tersebut akan sangat bervanasi. Laporan-laporan
sebelumnya menunjukkan bahwa integrasi gen asing
yang stabil akan diwariskan ke anaknya mengikuti
hukum Mendel (Shears er al. 1991; Tewari et al. 1992).
Keturunan pertama F1 membawa gen asing di setiap
selnya dalam kondisi heterosigot. Sekitar 25% dari F2
yang diperoleh dengan menyilangkan antar keturunan
F1 diperkirakan telah homosigot, 50% menjadi
heterogisot, dan sisanya adalah non-transgenik. Untuk
tujuan akuakultur, sekali kita memperoleh induk yang
homosigot, keturunan yang semuanya transgen dengan
mudah dapat diperoleh dengan pembuahan buatan.

Introduksi gen pengkode karakter yang diharapkan
ke ikan harus bisa ditranskripsi dan ditranslasi secara
akurat dalam ikan resipien. Namun demikian,
pengontrolan ckspresi gen pada ikan masih belum
banyak diketahui sebagai akibat dari belum banyaknya
gen ikan yang diklon dibandingkan dengan vertebrata
tingkat tinggi. Oleh karena itu, umumnya peneliti
menggunakan promoter/enhanser yang diperoleh dan
vertebrata lainnya atau dari virus yang menginfeksinya.
Rous sarcoma virus merupakan salah satu retrovirus

yang menginfeksi ayam, menunjukkan aktivitas
promoter/enhanser yang sangat kuat dalam sel
mammalian. Promoter/enhanser ini juga aktif di

transgenik ikan koki (Yoon er al. 19903}, Walleye
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(Gross et al. 1992}, northern pike (Moav et al. 1992),
carp (Zhang ef al. 1990), dan rainbow trout (Yoshizaki
et al. 1992). Meskipun promoter/enhanser metallo-
thionein dar tikus juga telah digunakan secara luas
dalam penelitian ikan transgenik, umumnya penelitian
yang menggunakan elemen ini tidak melaporkan
ekspresi gennya. Hasil yang negatif i mungkin
disebabkan oleh sifat sikwens promoter/enhanser yang
spesifik-spesies. Moav et al. (1992) melaporkan
promoter/enhanser [(-actin ikan mas menunjukan
aktivitas yang kuat di ikan mas. (-actin merupakan
protein yang melimpah di hampir semua semua tipe sel,
menunjukkan bahwa promoter/enhanser ini adalah
sangat akiif dan serbaguna. Pada embrio ikan zebra,
ekspressi  yang kuat telah  diketahui  dengan
menggunakan promoter/enhancer [(-actin  homolog
(Higashijima et af. 1997). Baru-baru ini, promoter/
enhancer [-actin dari medaka juga menunjukkan
aktivitas yang sangat tinggi di embrio medaka (Hamada
et al. 1998). Promoter/enhancer gen antibeku ikan
ocean pout, winter flounder, wolfish dan sea raven juga
telah dikarakterisasi (Gong & Hew 1993). Promoter/
enhancer antibeku ikan winter flounder adalah sangat
aktif di hati salmon Atlantik, dimana hati merupakan
tempat protein antibeku disintesis (Hew ef al. 1995).
Ekspresst dari gen asing dimulai setelah fase mid-
blastula dan levelnya meningkat selama embryogenesis,
dan selanjutnya menurun setelah menetas (Gong &
Hew 1993; Liu et al. 1990). Kejadian ini disebut
sebagai ckspressi sementara (transient expression),
yang mungkin disebabkan oleh replikasi ekstrakromo-
somal DNA asing. Level ekspresi selanjutnya akan
menurun yang ditkuti dengan degradasi dari ekstrakro-
mosomal DNA. Akibatnya, level ekspressi gen yang
terintegrasi ke kromosom resipien tidak setinggi dengan
ekspressi sementara. Meskipun hanya beberapa laporan
yang menunjukkan integrast gen dalam genom ikan
resipien, teknik ini sangat diperlukan dalam akuakultur.
Di beberapa laporan, ekspressi gen dianalisis
dengan mengukur level mRNA dan protein. Messenger
RNA dari gen asing dapat dideteksi menggunakan
probe (fragment DNA yang diberi label radicaktif,
biasanya berupa °P), dan protein dengan cara
immunodeteksi dengan menggunakan antibodi. Akan
tetapi kedua metode ini membutuhkan banyak waktu
dan relatif kompleks. Oleh karena itu, untuk
mengembangkan  promoter/fenhanser  yang  baik
diperlukan suatt metode yang sederhana dan cepat
untuk menfeteksi ekspresi gen yang dikendalikannya.
Hydo-Taguchi et al. (1997) mengintroduksi gen yang
mengkodekan tyrosinase, vang bisa mengkonversi
tyrosin menjadi melanin, ke ikan medaka albino dan
sukses menghasilkan ikan dengan spot hitam.

Takayama af al. (1989) juga telah berhasil memindah-
kan gen melamin-concertrating hormone dari salmon
ke rainbow trout dan menghasiikan spot putih yang
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terbentuk  sebagai hasil dari  melanofor yang
terkonsentrasi. Sebagai tambahan dalam studi semacam
ini, gen mengkodekan protein berwarna hijau (GFP,
green flourescent protein) yang diisolasi dari ubur-ubur
juga telah digunakan secara luas dalam penclitian
transgenik. Gen semacam ini disebut sebagal gen
‘reporter’ yang bisa dimanfaatkan dalam pengem-
bangan sistem promoter/enhanser atau teknik ftransfer
gen yang baru. Di dalam review ini diungkapkan
beberapa hasil studi ekspresi gen khususnya pada ikan;
namun tingkat ekspresinya tidak sebesar yang sering
didapatkan pada tikus transgenik dan kadang-kadang
levelnya tidak cukup tinggi untuk mengubah fenotipe
ikan resipien. Qleh karena itu, pengembangan sistem
promoter/enhanser yang cocok yang diperoleh dar ikan

atau virus ikan merupakan hal yang penting untuk
dilakukan.

APLIKASI TRANSFER GEN DALAM
AKUAKULTUR ,

Dalam  akuakultur, karakter-karakter genetik
seperti peningkat laju pertumbuhan, ketahanan terhadap
suhu dingin dan penyakit, dan daya tahan terhadap
kadar oksigen terlarut rendah dapat diintroduksikan ke
ikan bemnilai ekonomis penting. Denmukian juga telah
dimungkinkan membuat ikan dengan wama berbeda
seperti yang dilaporkan oleh Gong’s grup (Melamed ez
al. 2001) pada ikan zebra dengan menggunakan gen
GFP (green fluoroscent protein), YFP (yellow
fluoroscent protein), dan RFP (red fluoroscent protein)
yang dapat terlihat pada kondisi cghaya biasa. Namun
demikian pada bagian ini hanya akan dipaparkan
tentang peningkatan pertumbuhan, daya tahan terhadap
suhu dingin dan resistensi terhadap penyakit.

1. Pentingkatan Pertumbuhan

Biaya produksi dalam akuakultur secara kasar bida
dikatakan setengahnya berhubungan dengan pakan.
Oleh karena itu perhatian utama dalam akuakultur
adalah tingkat pertumbuhan dan efisiensi konvenrsi
pakan. Hasil yang pertama kali diperoleh gleh Palmiter
et al. (1982} yang mampu membuat “tikus super”,
sekitar 2 kali lebih besar dari tikus biasa/normal telah
mendorong untuk menghasilkan ikan yang juga meng-
kodekan hormon pertumbuhan.

Percobaan menggunakan teknik ini pada ikan telah
banyak dilakukan (lihat Tabel 1 ada Hew & Fletcher
2001 + Hinits dan Moav 1999). Namun demukian,
peningkatan laju pertumbuhan yang sangat dramatis
hanya ditunjukkan pada ikan salmonid. Hew’s grup
menggunakan  konstruksi gen  “all-fish”  yang
mengandung promoter dari ocean pout protein antibeku
(AFP, antifreeze protein) digabungkan dengan Chinook
salmon GH ¢DNA (complementary DNA}, dan
disuntikkan ke embrio salmon. Promoter ini digunakan
karena telah menunjukkan pola ekspresi di tissue yang
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Tabel 1. Peningkatan pertumbuhan ikan transgenic spesies ekonomis penting menggunakan gen GH

Spesien ikan Promoter Sumber FGen GH Peningkatan Pertumbuhan (I;;ali)

Tkan mas MMT GH manusia 1.1
RSV Rainbow trout GH cDNA 1.2-14

-actin ikan mas GH ¢DNA ikan mas 2937

Crusian carp MMT GH manusia 1.7
Lele RSV Coho GH cDNA 1.2
Loach MMT GH manusia 2
op-AFP GH ¢DNA Chinook 2.5

Tilapia CMV GH cDNA tilapia 1.81
op-AFP GH ¢DNA Chinook 2

Pike : RSV bGH ¢DNA 0-1.12
Atlantic salmon op-AFP GH c¢DNA salmon 3.10
GH munigene 310

Pacific salmon op-ATP GH c¢DNA saimon 3-10
Sockeye MT Gen GH salmon 6-11

{Sumber : Hew dan Fletcher, 2001 ; Hinits dan Moav, 1999)

sesuzi (umumnya di hat1), dan juga tidak mengandung
variasi musim dalam aktivitasnya. Lebih lanjut, faktor
transkripsi  yang diperlukan untuk beraktivitas
kelihatannya terdapat dibanyak jenis ikan (contohnya
medaka, Gong ef al. 1991; salmon, Shears ef al. 1991,
Devlin et al, 1995; goldfish, Wang et al. 1995; loach,
Tsat et al. 1995), sementara faktanya bahwa gen ini
tidak terdapat secara normal diteleost lain, yang berarti
bahwa transgen lebth mudah untuk dideteksi dengan
PCR.

Pemanfaatan teknik ini dalam peningkatan laju
pertumbuhan menunjukkan bahwa kecepatan tumbuh
pada salmon dewasa dapat mencapai 3-5 kali lebih

‘tinggi dibandingkan dengan kontrol-non transgenik.

Bahkan di beberapa individu, khususnya dalam bulan-
bulan awal pertumbuhannya, dapat mencapai 10-30 kali
dibandingkan kontrol (Du et al. 1992; Devlin et al.
1994). Studi pada ikan lain dengan promoter dari ikan
atau non-ikan juga dapat meningkatkan pertumbuhan
meskipun tidak sedramatis seperti pada salmonid.
Beberapa dari studi menunjukkan peningkatan level GH
di plasma sementara GH native di pituitari
menunjukkan down-regulated sebagai hasil feedback
negative, pituitary lebih kecil dan level mRNA yang
lebih rendah (Mori & Devlin, 1999). Ikan-ikan tersebut
secara umurn dalam keadaan sehat-sehat, dan telah
dihasilkan generasi kedua dan ketiga (Saunders et al.
1998). Keuntungan secara ekonomi dari rekayasa
seperti ini sangat menjanjikan, dan dibandingkan
dengan pemijahan selektif, waktu yang dibutuhkan
untuk mencapai hasil yang sama adalah sangat
signifikan.

2, Peningkatan Daya Tahan terhadap Suhu Dingin

Temperatur air yang dingin umumnya menyebab-
kan ikan stress, tetap1 beberapa spesies ikan dapat hidup
pada temperatur air 0 sampai -1°C. Yang jelas kondisi
seperti imi merupakan masalah utama akuakultur di
daerah temprate dimana pada musim dingin semua stok
ikan dapat musnah. Namun demikian, beberapa jemus
tkan laut memuliki kadar serum anti beku tinggi (10-
25mg/ml) atau glycoproteins {AFGP) yang efektif
menurunkan subu  beku dengan cara mencegah
pembentukan kristal-es. Struktur protein int bervariasi,
satu jenis berupa AGFP dan 4 lainnya berupa AFP
(Fletcher et al. 2001). Umumnya protein im
diekspresikan  di  liver, beberapa dantaranya
(negatively) dikontrol oleh hormone pertumbuhan dan
dipengaruhi oleh musim, Pada beberapa jenis ikan,
ekspressi terdapat juga dikuht, insang dan jaringan
peripheral (sekeliling tubuh) lainnya. Isolasi, karak-
terisasi dan regulasi protein antibeku ini, khususnya
winter flounder Pleuronectes americanus, merupakan
subjek utama dalam penelitian Fletcher’s grup sampai
saat ini, dan telah diuji potensi penggunaan protein ni
temperature beku pada spesies ikan lain, terutama
salmonid.

Gen yang mengkodekan AFP liver dari winter
flounder telah berhasil dintruduksi ke genom ikan
salmon Atlantik, terintegrasi ke germ line, dan pada
generasi ketiga diekspressikan spesifik dr hati. Level
AFP serum pada semua keturunan ketiga mirip dengan
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level precursor proAFP (mencapai 200-400pg/ml) AFP
yangmendekati dan menunjukkan pola kristal es
heksagonal, menunjukkan adanya aktivitas antibeku.
Namun demikian, sejumlah  Ala, Pro-spesifik
endopeptidase yang dibutuhkan untuk menghasilkan
protein mature, tidak dimiliki oleh salmon Atlantik,
sehingga aktivitas antibeku pada transgenic ini belum
optimal, mungkin hanya mencapai 70% dari potensi
yang ada. Oleh karena itu, level proAFP dalam serum di
bawah level yang dimiliki oleh winter flounder,
sehingga diperfukan telmik lain untuk meningkatkan
jumlah copy untuk meningkatkan ekspressi gen ini ke
level yang memberikan toleransi ke suhu beku pada
ikan (Hew ef al. 1999).

Introduksi AFP ke ikan koki juga meningkatkan
toleransinya terhadap suhu dingin, ke temperature
dimana tkan control mati (12 jam pada suhu 0°C; Wang
et al. 1995), Hal yang sama, injeksi atau pemberian
secara oral ke jevenil ikan bandeng atau tlapia
meningkatkan ketahannya terhadap penurunan suhu
sampai 26 sampai 30°C hanya 3.4% ikan tilapia hasil
treatmen yang mati, sedangkan ikan control mencapai
60%, sementara ikan bandeng 22.2% mati setelah
disuntik dengan level yang lebih rendah (100pg/g BW),
dibanding dengan 70% yang mati pada ikan centrol
(Wu er al. 1998). Pengembangan 1kan yang membawa
gen im akan menguntungkan bagi akuakultur di
Negara-negara dimana suhu pada musim dingin sering
merupakan batas limit fisiologi ikan.

Demikian juga pada vertebrata lainnya, kelompok
protein ini telah digunakan untuk mem[roteksi
membrane dari suhu dingin dan kerusakan akibat
pembekuan, yang mungkin dengan cara mengubah
sttuktur membrane (Rubinsky et @l 1992a,b). Pada
kond:si 1ni, sepertinya membrane diberi stabilitas yang
lebih besar. Kemampuan protein ikan ini telah
ditunjukkan datam preservasi embrio sapi pada suhu
rendah (4°C), sementara itu juga cryopreservasi AFP
telah menunjukkan kemampuan memproteksi telur babi
oolemma dari kerusakan akibat suhu dingin (Arav ef al.
1997) penggunaan AFP dalam cryopreservasi telur dan
embrio ikan masih belum dikembangkan.

3. Peningkatan Daya Tahan Ekan terhadap Pathogen

Pendckatan untuk menghindar kerusakan akibat
virus dan bakteri pathogen pada ikan budidaya, saat ini
dialihkan ke pengguaan vaksin DNA dan agen
antimicrobial. Vaksin DNA dilakukan dengan meng-
mjeksikan DNA yang mengkodekan antigen (biasanya
membrane luar dari bakteri atau protein kapsid dari
virus) sehingga protein diekspressikan in vive dan
merangsang produksi antibody. Pendekatan imi telah
berhasil digunakan pada sejumlah ikan percobaan.
Sebagai contoh, penyuntikan pada salmon Atlantik
dengan plasmid mengkodekan glycoprotein infectious
hematopoetic necrosis virus (IHNV) dengan pengontrot
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Cytomegalovirus promoter (pCMV): ujt challenge
(tantang) dengan virus setelah 8 minggu menunjukkan
proteksi yang signifikan. Pada ikan yang sama 12
minggu kemudian masih resisten dan menunjukkan
adanya pembetukan antibody penetral virus setelah
immunisasi, dan titernya meningkat setelah wji tantang
(Traxler et al. 1999). Penelitian vang lebih baru
menunjukkan bahwa single dosis dari beberapa
nanogram DNA cukup untuk membangkitkan respon
yang demikian (Corbeil er al. 2000}. Proteksi yang
sama telah ditunjukkan pada ikan rainbow trout setelah
vaksinasi melawan virus haemorrhagic septicaemia
virus (HSV) mwnggunakan sikwens yang mengkode-
kan glycoprotein yang dikendalikan oleh pCMV
(Lorenzen et al. 1999). Namun teknik ini masih susah
diaplikasikan pada jumlah tkan yang banyak.

Pada konteks immunitas, teknologi antisense atau
“gene knock-down™ dapat diaplikasikan dan hasil yang
telah dilaporkan menggunakan antisense oligonuk-
leotida dengan tujuan memblok ekspréssi gen dari Rous
sarcoma virus. Pada percobaan ini, stkwens antisense
yang merupakan bagian dari virus 358 RNA
diintroduksi ke kultur jaringan fibroblast embrio ayam,
menyebabkan terhambatnya produksi virus (Zamecnik
and Stephensen, 1978). Demikian pula, baru-baru ini,
pendekatan aplikasi teknologi antisense pada ikan telah
dilakukan oleh Boonanuntanasarn et al. (2002)
menggunakan antisense morpholino phosphorodiami-
date oligonukleotides dengan promoter B-actin medaka
pada ikan rainbow trout dan berhasil memblok
ekspressi gen GFP. Namun demikian aplikasi teknologi
ini dalam akuakultur masih menghadapi masalah yang
berhubungan dengan spesifikasi immunity pada
pathogen tertentu sesuai dengan antisense yang dibuat.

Sebuah alternatif lain adalah respons immune
dengan system non-spesifik melalui penggunaan protein
antimicrobial, beberapa jenis ditemukan di eukariyot.
Review terbaru tentang hal ini menggambarkan dua
grup berdasarkan struktur kimianya (Andreu & Rivas
1999). Akan tetapi, umumnya masih belum diketahui,
kecuali lysosyme vang telah menunjukkan effek anti-
baketrial yang tidak spesifik (Austin and Allen-Austin
1985). Dengan metode transgenic yang membawa gen
lysozime yang dikontrol oleh ocean pout AFP
promoter, konsentrasinya mirip dengan level yang
membuat ikan salmonid resisten, sehingga diperkirakan
ikan transgenic yang membawa gen ini akan sangat
meningkatkan kemampuan melawan berbagai jenis
mikroba. Hasil terbaru yang diperoleh oleh Sarmasik et
al. (2002) dengan mentransfer gen cecropin pada ikan
medaka dengan promoter CMV meningkatkan daya
tahan ikan medaka terhadap Pseudomonas fluoroscens
dan Vibrio anguillarum. Dengan maenggunakan 60%
dosis letal, persentase keturunan F2 ikan transgenic
medaka yang mati akibat pathogen P fluoroscens hanya
sampai 10% dan sekitar 10-30% pada uji tantang
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dengan Vibrio anguillarum dibandingkan dengan
kematian pada 1kan kontrol yang mencapai 40%.

Immunostimulans  yang memfasilitasi  fungsi
fagositas dari sel dan meningkatkan aktivitas antimi-
krobanya dapat juga digunakan untuk meningkatkan
daya tahan terhadap penyakit, meskipun stimulasi
alamiah dari mekanisme pertahanan yang tidak spesifik
diduga hanya bersifat temporal. Sejumlah immunosti-
mulans yang diketahui efektif pada ikan, seperti glucan,
chitin, and levamisole meningkatkan aktivitas fagositas,
sementara glucan ragi dan vitamin C juga membantu
aktivitas ini secara komplemen. Sebagai tambahan,
levamisole dan hormone pertumbuhan juga meng-
aktifkan sel NK. Scbuah review yang bagus yang
berhubungan immunostimulan dapat dibaca dalam
Saka1 (1999).

Kemampuan  bahan-bahan  tersebut  untuk
meningkatkan daya tahan terhadap stress lingkungan
dan spectrum aktivitas yang lebar sangat memung-
kinkan untuk diterapkan dalam akuakultur, khususnya
bila dibandingkan dengan penggunaan vaksin. Namun
demikian, meskipun immunostimulans dapat diberikan
dengan cara injeksi, dosis yang tepat sangat diperlukan,
overdesis sering menyebabkan imunosupressi. Dan juga
waktu pemberian trcatmen sangat penting daripada
penyuntikan 1tu sendiri (cara melalui pakan lebih baik)
karena dapat menyebabkan ikan stress dan juga kurang
praktis untuk ikan kecil. Oleh karena itu, terbuka jalan
untuk mengembangkan gen yang dapat diatur dengan
mudah, bisa mengaktifkan immunostimulans pada saat
ikan dibert stress lingkungan (sebagai contoh meng-
gunakan promoter yang diaktifkan dengan pemberian
cortisol dosis tinggi}, atau mendorong reaksi immune
terhadap penyakit virus (contohnya penggunaan inter-
feron-responsive promoters).

PROSPEK

Beberapa kemajuan yang diperoleh dan penelitian
menggunakan ikan model atau spesies ekonomis
penting membuka jalan lebar aplikasi teknolog: transfer
gen 1 dalam akuakultur. Beberapa hal seperti daya
tahan terhadap penyakit, terhadap stress lingkungan dan
perbaikan kualitas daging merupakan issue yang masih
perlu untuk dipelajari lebih lanjut (Yoshizaki 2002).
Selanjutnya, masih terbuka kemungkinan untuk
mengintroduks: fungsi non-piscian, seperti anti-kanker,
ant1 tekanan darah tinggi, ke ikan dengan transfer gen
yang mengkodekan protein yang dapat menekan kanker
atau tekanan darah tinggi. Dan juga ikan transgenic
dapat dwusulkan sebagai vaksin yang dapat dimakan
untuk manusia. Metode ini mungkin akan lebih murah
dan memiliki potensi lebith mudah dimakan. Dengan
kata lain, ikan transgenic dapat berfungsi sebagai
“edible pharmaceuticals”. Percobaan yang mirip seperti
i1 sedang dilakukan pada tumbuhan (Fishcer et al.
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1999); tetapi, ikan memiliki satu keuntungan karena
dapat dimakan mentah tanpa dimasak, sehingga protein
yang dihasilkan oleh gen asing tetap aktf
Laboratorium kami telah berhasil memproduksi protein
GFP dalam jumlah besar di daging ikan (Yoshizaki ef
al. 2002) dengan promoter dari ikan medaka, P-actin
promoter {Hamada er af. 1998). Hasil ini menunjukkan
kemungkinan besar untuk menghasilkan sejumlah
protein yang bersifat obat yang bisa dimakan dari ikan
dengan mengintroduksi gen vyang tepat sebagai
pengganti gen GFP.

Khusus untuk masalah yang sering dihadapi olch
petani ikan dikeramba apung, kematian massal akibat
kekuarangan oksigen, mungkin bisa diatas dengan
pemelhiharaan ikan yang membawa gen yang
mengontrol produksi o-globin dalam jumlah besar
(overekspressi) sehingga bisa bertahap meskipun kadar
oksigen sangat rendah atau bahkan nol. Penclitian
tentang hal ini telah dilakukan dengan menggunakan
ikan rainbow trout sebagai model dengan menggunakan
gen a-globin ikan mas (Yoshizaki et al. 1991ab).
Hemoglobin ikan mas bisa menyuplai oksigen ke
jaringan pada kondisi oksigen rendah, sedangkan ikan
rainbow hanya bisa pada kadar oksigen tinggi.

Untuk mengaplikasikan teknologi ini  dalam
akuakultur, masih dibutuhkan banyak informasi tentang
molekuler dan biologi sel pada ikan, khususnya studi
tentang mekanisme ekspressi gen yang dibutuhkan
untuk mengontrol ekspressi gen asing secara tepat.
Selain itu, diperlukan studi dengan tujuan mengontrol
karakter fenotipe yang diinginkan untuk memproduksi
daging vang berkualitas tinggi. Kemajuan ilmu seperti
ini juga harus digabungkan dengan aspek eko-biolog
dari ikan transgenik bila terlepas ke populasi alami.
Untuk mencegah resiko kemungkinan terjadi per-
kawinan ikan im1 dengan populasi alami, penggunaan
ikan transgenik yang steril dan pemeliharaan dalam
sistem tertutup bisa dipertimbangkan penerapannya.
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