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ABSTRACT 

Highly unsaturated fatty acids (HUFA), especially eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid 

(DHA) have long been recognized for its beneficial effect for human health and development.   The 6 fatty acid 

desaturase is generally considered to be the rate-limiting factor in HUFA biosynthesis.  Here, as the first step of 

study, we conducted experiment to select an appropriate construct that allows higher expression levels of masu 

salmon (Oncorhynchus masou) 6-desaturase gene in zebrafish (Danio rerio) in order to increase its activity for 

synthesizing EPA/DHA.  Salmon 6-desaturase cDNA (sD6) was separately ligated with human cytomegalovirus 

(hCMV), medaka elongation factor 1 (mEF1) and medaka -actin (mAct) promoters.  The resulted construct was 

designated as hCMV-sD6, mEF1-sD6 and mAct-sD6, respectively.  Each of the constructs in circular DNA form 

was microinjected into 1-cell stage embryos at a concentration of 30g/ml. Transgenic individuals were identified 

by polymerase chain reaction (PCR) and their expression levels were analyzed by reverse transcription PCR.  The 

first (F1) and second (F2) generation was produced by crossing the transgenic founder F0 and F1, respectively, with 

wild-type fish.  The results showed that the highest transient gene expression level was obtained from the mAct-D6 

construct, followed respectively by EF1-D6 and hCMV-D6 construct. The transmission rate of transgene into F1 

generation was 4.2%-44.1%, and into F2 was followed the Mendellian segregation pattern.   Expression of transgene 

in F2 generation was varied between strains regarding as the mosaics of F0 fish.  Now, a transgenic system to study 

the modification of fatty acid biosynthesis pathways in fish was established.  Further investigations are to produce 

fish containing higher levels of EPA and DHA. 
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ABSTRAK 
 

Promoter merupakan regulator yang menentukan tempat, waktu dan tingkat ekspresi gen.  Pada penelitian 

ini, kami melakukan seleksi kontruksi plasmid yang tepat yang menghasilkan tingkat ekspresi yang tinggi dari gen 

6-desaturase-like ikan masu salmon (Oncorhynchus masou) yang ditransfer ke ikan zebra (Danio rerio) untuk 

meningkatkan kemampuannya dalam mensintesa EPA/DHA.  cDNA 6-desaturase-like (Om6FAD) dari ikan 

salmon masu diligasi secara terpisah dengan promoter dari cytomegalovirus manusia (hCMV), elongation factor 1 

(mEF1) dan -actin (mAct) dari ikan medaka, untuk membuat konstruksi plasmid yang berturut-turut disebut 

sebagai hCMV-Om6FAD, mEF1- Om6FAD dan mAct-Om6FAD. Konstruksi tersebut dengan konsentrasi 

30g/ml disuntikkan ke embrio pada saat fase satu sel. Individu transgenik diidentifikasi menggunakan PCR dan 

tingkat ekspresi transgen dianalisa dengan RT-PCR.   Hasil menunjukkan bahwa tingkat ekspresi sementara yang 

tertinggi dari gen asing adalah diperoleh dari konstruksi mAct-Om6FAD, diikuti selanjutnya oleh EF1-

Om6FAD dan hCMV- Om6FAD. Transgen telah ditransmisikan ke ikan generasi F2 dengan mengikuti pola 

segregasi Mendel. Tingkat ekspresi transgen yang tinggi pada jaringan ikan F2 yang diperiksa telah diperoleh.  

Dengan demikian, sebuah sistem transgenik untuk memodifikasi biosistesa asam lemak pada ikan telah 

dikembangkan.   

 

Kata kunci: promoter, desaturase asam lemak, transgenik, ikan zebra, ikan salmon masu 
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PENDAHULUAN 

 

Asam lemak tidak jenuh yang berantai 

panjang (highly unsaturated fatty acids, 

HUFA), khususnya asam eikosapentanat  

(eicosapentaenoic acid, EPA; C20:5n-3) dan 

asam dokosaheksanat (docosahexaenoic 

acid, DHA; C22:6n-3), telah banyak 

dilaporkan memberikan efek positif untuk 

kesehatan dan pertumbuhan pada manusia 

(Simopolous, 1991; Kelley and Rudolf, 

2000; Lauritzen et al, 2001; Das, 2002).  

Kedua asam lemak tersebut juga dibutuhkan 

oleh ikan laut untuk pertumbuhan dan 

perkembangannya (Watanabe, 1993; Sargent 

et al., 1995; 1999; Takeuchi, 2001).  EPA 

and DHA adalah terutama diperoleh dari 

minyak ikan yang diekstrak dari ikan laut 

hasil tangkap.  Namun demikian, akhir-akhir 

ini ketersediaan bahan mentah untuk 

memproduksi EPA dan DHA semakin lama 

semakin berkurang yang disebabkan oleh 

penurunan jumlah ikan di alam (Sargent and 

Tacon, 1999).  Peningkatan produksi ikan 

dari kegiatan akuakultur memiliki potensi 

untuk menanggulangi pengaruh penurunan 

stok alam tersebut.  Akan tetapi, kedua jenis 

asam lemak esensial itu juga dibutuhkan 

untuk memproduksi ikan melalui akuakultur, 

khususnya marikultur (Sargent et al., 1995; 

Takeuchi, 2001).  Oleh karena itu, diperlukan 

jalan alternatif, seperti aplikasi teknologi 

transfer gen, yang mungkin bisa digunakan 

untuk menyediakan sumber alternatif yang 

dapat menghasilkan EPA dan DHA dengan 

jumlah sama atau lebih tinggi daripada yang 

dikandung oleh ikan laut.  

Secara umum hewan vertebrata, 

termasuk ikan air tawar, mampu mensintesa 

EPA dari konversi asam lemak linolenat (-

linolenic acid, C18:3n-3) dengan bantuan 

enzim-enzim 6- dan 5-desaturase, dan 
elongase (Buzzy et al., 1996; Tocher et al., 

1998; Sprecher, 2000).  Selanjutnya, DHA 

disintesa dari EPA yang dilakukan secara 

terpisah oleh enzim-enzim elongase menjadi 

22:5n-3 dan kemudian menjadi 24:5n-3, 

dilanjutkan oleh enzim 6-desaturase 

menjadi 24:6n-3, yang akhirnya 

diretrokonversi oleh peroksisoma -oksidase 

untuk menghasilkan DHA (Buzzy et al., 

1996; Sprecher, 2000).  Sebuah jalur sintesa 

yang lebih pendek untuk memproduksi DHA 

yang secara langsung dikonversi dari 22:5n-3 

oleh 4-desaturase juga telah ditemukan 

pada beberapa jenis mikroorganisme seperti 

Thraustochytrium sp. (Qiu et al., 2001), 

Euglena gracilis (Meyer et al., 2003) dan 

Pavlova lutheri (Tonon et al., 2003).   

Teknologi transfer gen baru-baru ini 

telah digunakan untuk memproduksi protein 

asing yang bermanfaat bagi kesehatan 

manusia pada hewan yang secara alami 

adalah tidak mampu disintesa oleh mereka 

(diulas oleh Houdebine, 2000).  Teknologi 

ini telah diaplikasikan juga untuk akuakultur 

(Hackett, 1993; Hew and Fletcher, 2001; 

Yoshizaki, 2001). Ikan transgenik dapat 

diproduksi melalui beberapa cara, yaitu 

penyuntikan ke germinal vesicle telur (Ozato 

et al., 1986) atau sitoplasma embrio pada 

fase satu sel (Chourrout et al., 1986), 

elektroporasi pada embrio (Powers et al., 

1992) atau pada sperma (Kang et al., 1999), 

infeksi dengan retroviral (Lin et al., 1994a; 

Gaiano et al., 1996), dan dengan partikel gun 

(Zelenin et al., 1991).  Meskipun semua 

metode tersebut telah berhasil memfasilitasi 

pemindahan gen pada jenis ikan, metode 

penyuntikan adalah lebih umum digunakan.  

Aplikasi teknologi transfer gen di bidang 

akuakultur telah dilakukan untuk 

memperbaiki laju pertumbuhan, daya tahan 

terhadap penyakit dan daya adaptasi terhadap 

kondisi lingkungan yang ekstrim (diulas oleh 

Melamed et al., 2002).   

Penelitian yang bertujuan untuk 

memodifikasi sistem metabolisme ikan 

dengan menggunakan teknologi transfer gen 

adalah masih sangat sedikit. Toyohara et al. 

(1996) telah mencoba untuk membuat agar 

ikan bisa mensitesa vitamin C dengan 

mengintroduksi gen L-guluno--lactone 
oxidase (rGLO) yang aktif sebagai katalisis 

pada reaksi pembentukan vit. C.  Namun 

demikian, tidak ada produksi vit C yang 

diperoleh.Perbaikan metabolisme karbohidrat 

pada ikan rainbow trout dengan menyuntikan 

secara bersamaan konstruksi plasmid yang 

mengandung glucose transport proteins 
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(hGluT) dari manusia dan hexokinase II 

(rHKII) cDNAs tikus juga telah dicoba.   

Namun demikian, rHKII and hGluT1 

tersebut tidak berfungsi (Pitkanen et al., 

1999a).  Pada penelitian ini, 6 desaturase 

gen yang diisolasi dari masu salmon 

(Oncorhynchus masou) dipindahkan ke ikan 

zebra dengan tujuan memodifikasi biosintesa 

asam lemak. Gen 6 desaturase dipilih 
karena pada faktanya gen ini secara umum 

diduga sebagai faktor pembatas dalam 

biosintesa HUFA (Sprecher, 1981; Cho et al., 

1999).  Ikan zebra Danio rerio, digunakan 

sebagai model dalam penelitian ini karena 

ikan ini cepat matang gonad, jumlah telur 

yang banyak dan mudah dipelihara 

(Westerfield, 1995). 

Dalam pembuatan ikan transgenik, 

efisiensi transkripsi gen yang diintroduksi 

(transgen) merupakan salah satu faktor yang 

menentukan keberhasilan pembentukan 

fenotipe baru yang dikodekan oleh transgen 

(Hackett, 1993; Houdebine, 2000).  

Selanjutnya, tingkat ekspresi, waktu dan 

tempat ekspresi suatu gen sangat dipengaruhi 

oleh karakter promoternya.  Oleh karena itu, 

sebagai tahap awal studi dalam rangka 

memodifikasi jalur metabolisme asam lemak 

pada ikan untuk meningkatkan produksi 

EPA/DHA, dilakukan penelitian dengan 

menggunakan tiga macam konstruksi gen 

yang dikontrol oleh promoter yang berbeda 

untuk menentukan konstruksi gen yang 

memberikan ekspressi 6-desaturase yang 

tertinggi.    Promoter yang digunakan yaitu 

cytomegalovirus (CMV) dari virus manusia, 

elongation factor 1 (EF1) dan -actin 
promoter dari ikan medaka (Oryzias latipes).  

Ketiga macam promoter tersebut telah 

dilaporkan memiliki aktivitas yang tinggi 

pada jenis ikan yang berbeda-beda oleh 

beberapa grup peneliti (Devlin et al., 1994; 

Takagi et al., 1994; Pitkanen et al., 1999a,b; 

Kinoshita et al., 2000; Yoshizaki, 2001).   

Medaka -actin promoter adalah sangat aktif 

di bagian otot medaka (Takagi et al., 1994) 

dan rainbow trout (Yoshizaki, 2001), 

sedangkan pada jenis jaringan lainnya adalah 

terdeteksi agak lemah.  Kinoshita et al. 

(2000) melaporkan bahwa promoter EF1 di 

medaka adalah aktif disemua jaringan kecuali 

otot. Selanjutnya, promoter CMV adalah 

memiliki aktivitas yang tinggi di medaka 

(Winkler et al., 1992), zebrafish (Westerfield 

et al., 1992), seabream (Garcia-Pozo et al., 

1998), tilapia (Martinez et al., 1996), dan 

Arctic charr (Pitkanen et al., 1999b).   Dalam 

paper ini kami melaporkan bahwa konstruksi 

plasmid yang dikontrol oleh promoter 

medaka -actin memberikan ekspresi 

transgen yang paling kuat, diikuti selanjutnya 

oleh medaka EF1 dan hCMV. 
 

 

BAHAN DAN METODE 

 

Cara pemeliharaan dan pemijahan ikan 

zebra  

Ikan zebra diperlihara dan dipijahkan 

sesuai dengan metode Westerfield (1995), 

dengan berbagai modifikasi.  Induk ikan 

dipelihara di akuarium volume 40-L yang 

dilengkapi dengan pengatur waktu lampu 

menyala (14 jam terang; 10 jam gelap).  

Temperatur air akuarium pemeliharaan 

dipertahankan pada 28±1
o
C dengan 

menggunakan pemanas (heater).  Ikan diberi 

makan 3 kali sehari; dua kali dengan pakan 

komersial “otohime” (Nisshin Co., Tokyo, 

Japan) dan satu kali dengan pakan alami 

nauplii Artemia.  Sebanyak 3 ekor induk 

betina dan 2 ekor induk jantan dicampur ke 

dalam wadah pemijahan (vol. 3 liter) sekitar 

15 menit sebelum lampu menyala.   Telur-

telur diambil dan dikumpulkan dengan 

bantuan siphon yang dilakukan sekitar 5 

menit setelah pemijahan.    

 

Isolasi RNA dan sintesa cDNA 6-

desaturase 

Total RNA diekstraksi dari hati ikan 

masu salmon dengan menggunakan ISOGEN 

(Nippon Gene, Tokyo, Japan) sesuai dengan 

petunjuk pemakaiannya.  Sisa-sisa DNA 

yang ada didegradasi dengan RQ1 RNase-

free DNase (Promega, Madison, USA) 2 

U/g RNA selama 30 menit pada suhu 37
o
C.  

Setelah diekstraksi dengan  fenol-klorofom 

dan diendapkan dengan etanol, pellet RNA 
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dilarutkan dalam air berisi 

diethylpyrocarbonate.  DNA untai tunggal 

disintesa dari 2-3 g total RNA dengan 

menggunakan Ready-to-Go You-Prime First-

Strand Beads (Amersham Pharmacia 

Biotech, NJ, USA) sesuai dengan petunjuk 

pemakaiannya.  Dalam reaksi digunakan 1 

g primer dT3`RACE-VECT (5`-
GTAATACGAATAACTATAGGGCACGC

GTGGTCGACGGCCCGGGCTGG(T)17-3`).   

cDNA 6-desaturase diamplifikasi 

menggunakan PCR dengan dua set primer 

yang dibuat berdasarkan data sikwens yang 

ada di GenBank (kode akses: AB070444).  

Forward primer yang digunakan untuk 

mengamplifikasi desaturase ikan salmon 

adalah (5’-TACTCCATGGTTCAGCAA-

ATGAATTGAACA-3’) dan reverse adalah 

(5’-TCGTCCATGGCCATTCACTGCTGA-

CAAGGA-3’) yang keduanya memiliki 

daerah pemotongan enzim NcoI (garis 

bawah) untuk membantu proses kloning ke 

dalam vektor ekspresi.  Hasil amplifikasi 

dengan panjang 1680 bp diligasi ke vektor 

pGEM-T Easy (Promega, Madison, USA).   

 

Konstruksi plasmid 

Konstruksi hCMV-sD6. cDNA 

desaturase yang telah disubklon dalam vektor 

pGEM-T Easy diisolasi dengan 

memotongnya menggunakan enzim 

pemotong EcoRI.  Kemudian fragmen 

desaturase tersebut diligasi ke vektor pEGFP-

N1 (Clontech, Palo Alto, USA) yang sudah 

tidak mempunyai gen GFP (green 

fluoroscence protein).  Konstruksi gen yang 

diperoleh diberi nama hCMV-sD6. 

Konstruksi mEF1.-sD6.  Fragmen 

cDNA 6 desaturase ikan zebra yang ada 

dalam vektor pGEM-T Easy diisolasi dengan 

memotong vektor menggunakan enzim NcoI 

dan selanjutnya diligasi ke dalam vektor 

pEF-L-SAH-N yang sudah dipotong dengan 

NcoI.  Vektor pEF-LSAH-N ini mengandung 

promoter elongation factor 1 (EF1) 
(Kinoshita et al., 2000).  Vektor ekspresi 

yang dihasilkan diberi nama mEF1-sD6.   

Konstruksi  mAct-sD6.  Fragment 

promoter -Actin dari ikan medaka yang 

panjangnya 3.7 kb diisolasi dari plasmid 

pOBA-109 (Takagi et al., 1994), selanjutnya 

diligasi ke pBluescript SK (+/-) yang 

mempunyai poliadenilasi dari hormon 

pertumbuhan sapi (bovine growth hormone 

polyadenilation signal).  Poliadenilasi ini 

diperoleh dari pRc/RSV (Invitrogen) dengan 

memotongnya menggunakan XhoI.  cDNA 

6 desaturase ikan salmon diamplifikasi 

dengan PCR menggunakan forward primer 

“SalI-desF3” (5’-TTGTCGACGGTGTG-

AGTGGAGCAGAGAGAA-3’) daerah SalI 

digarisbawahi, dan reverse   primer  “des-

OmaR” (5’-ATCCAGGAAATGTCCTCT-

CTGTTCGCA-3’).  Hasil amplifikasi 

kemudian disubklon ke vektor pGEM-T 

Easy.   Fragment desaturase diambil dari 

pGEM-T Easy dengan memotongnya 

menggunakan SalI.  Kemudian, fragmen 

tersebut diligasi ke daerah SalI antara 

promoter dan poliadenilasi untuk 

menghasilkan pmAct-sD6.  
 

Produksi ikan transgenik 

DNA yang berbentuk sirkuler dilarutkan 

ke dalam 0.1 M KCl dan 0.125% 

tetramethyl-rhodamine dextran dengan 

konsentrasi 30 g/ml.  Suspensi DNA ini 

dimasukkan ke dalam tube yang memiliki 

saringan (Ultrafree-MC Centrifuge Filter 

Devices 0.22 m; MILLIPORE, Bedford, 
USA) dan disentrifus 5,000 rpm, 4

o
C selama 

5 menit untuk membuang partikel 

kontaminan yang ada.   Tiga sampai empat 

mikroliter DNA dimasukkan ke dalam jarum 

suntik yang dibuat dari gelas kapileri dengan 

bantuan Narishige Micropipette Puller 

(Model PC-10, Japan; Fig. 2A).  Diameter 

bukaan jarum suntik adalah sekitar 5-8m.   

Telur-telur ikan diatur di atas cawan agar 

(3% agarose) yang memiliki 12 lubang 

berbentuk “V”. Lubang-lubang tersebut 

berfungsi sebagai penahan telur pada saat 

penyuntikan. Posisi blastodisk diatur 

sedemikian rupa ke arah jarum suntik dengan 

bantuan tusuk gigi.  Suspensi DNA 

disuntikkan ke dalam sitoplasma dan 

kemudian diinkubasi di ruangan dengan suhu 

28±1
o
C.  Telur-telur yang tidak dibuahi dan 
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yang tidak berkembang dibuang 5-6 jam 

setelah pemijahan.  

Individu ikan yang membawa gen asing 

diidentifikasi dengan menggunakan PCR 

dengan cetakan (template) DNA yang telah 

diekstraksi dari jaringan sirip ekor. Isolasi 

DNA genom dilakukan dengan 

menggunakan DNA Isolation Kit (Puregene, 

Minneapolis, USA) sesuai dengan petunjuk 

pemakainannya.  Primer yang digunakan 

adalah   “SalI-desF3” dan   “des-OmaR”.  

Analisis PCR dilakukan dengan total vol. 20 

l yang berisi 10x Ex Taq Buffer, 200M of 

dNTPs, 0,125U of Ex Taq polimerase 

(Takara Bio, Shiga, Japan), 2 l of DNA 
cetakan and 1 pmol dari masing-masing 

primer di atas.  Jumlah siklus PCR yang 

digunakan adalah 30 siklus amplifikasi.   

Ikan F0 yang positif membawa DNA 

asing di perlihara sampai dewasa.  Ikan yang 

telah matang gonad dikawinkan dengan ikan 

kontrol (bukan ikan transgenik).  Sekitar 20 

ekor larva yang dihasilkan yang berumur 2 

hari diambil dan disatukan untuk menyeleksi 

induk ikan  yang membawa gen asing di 

gonadnya (disebut sebagai germline 

transmitter). Ikan F0 germline transimitter 

tersebut digunakan untuk memproduksi ikan 

transgenik generasi pertama (F1) and kedua 

(F2).  Metode produksi dan skrening F1 dan 

F2 adalah sama dengan metode yang 

digunakan untuk F0. 

 

Semi-quantitatif RT-PCR 

 Semi-quantitatif reverse transcription 

PCR (RT-PCR) dilakukan untuk mengetahui 

tingkat transkripsi gen desaturase.  Cara 

isolasi RNA, sintesa cDNA dan reaksi PCR 

dilakukan seperti yang telah dijelaskan di 

atas, dengan jumlah siklus PCR untuk 

mendapatkan gambaran jumlah mRNA awal 

adalah 21, 24, and 27 siklus.  Ekspresi gen -

actin digunakan sebagai kontrol internal dari 

jumlah RNA yang digunakan dalam sintesa 

cDNA.  Forward primer untuk gen -actin 
adalah (5`-ACTACCTCATGAAGATCCTG-

3`) dengan reverse primer (5`-

TTGCTGATCCACATCTGCTG-3`). Dua l 

dari hasil reaksi PCR dielektroforesis dalam 

0.7% gel agaros, distaining dengan ethidium 

bromide, kemudian difoto di bawah cahaya 

ultraviolet.  Intensitas cahaya dari setiap band 

dikuantifikasi dengan Densitograph (Atto Co. 

ltd., Tokyo, Japan).  Ekspresi gen desaturase 

pada keturunan F1 dan F2 juga dianalisa 

dengan menggunakan metode yang sama 

dengan yang dipakai pada F0.   

 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 
 

Hasil 

Tingkat  ekspresi transgen sementara 

(transient gene expression level) 

Metode semi-quantitatif RT-PCR 

dilakukan untuk mengetahui tingkat ekspresi 

transgen yang sementara (transient gene 

expression) dari setiap konstruksi plasmid 

yang diuji.  Hasil analisa RT-PCR 

menunjukkan bahwa konstruksi plasmid 

yang dikontrol oleh promoter m-actin 

memberikan nilai yang tertinggi, diikuti 

berturut-turut oleh promoter mEF1 dan 
hCMV (Gambar 1).   Kedua konstruksi 

plasmid dengan promoter dari ikan tersebut, 

mAct-sD6 and mEF1-sD6, adalah 

selanjutnya digunakan untuk membuat strain 

ikan transgenik yang stabil (stable transgenic 

strain).  

 

Integrasi dan transmisi transgen  

Juvenil F0 diseleksi dengan cara PCR 

dengan DNA templet yang telah diekstraksi 

dari sirip ekor untuk menentukan individu-

individu ikan transgenik.  Gambar 2 

merupakan salah satu contoh hasil 

elektroforesis untuk memilih individu ikan 

transgenik dari populasi ikan yang hidup.  

Sebanyak 20 dari 110 ekor ikan yang hidup 

adalah membawa mEF1-sD6.  Delapan 
belas ekor dari mereka adalah mencapai 

matang gonad dan dipijahkan dengan ikan 

normal (wild-type).  Dari hasil persilangan, 

sekitar 20 ekor anaknya diambil dan DNA 

genom diekstraksi dan kemudian PCR 

dilakukan untuk menentukan ikan yang 

membawa  gen  asing  di gonadnya.   Hasil 
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Gambar 1.  Ekspresi transgene yang dianilisa menggunakan RT-PCR dengan cetakan cDNA (A). 

Total RNA diekstraksi dari 20 embrio setelah delapan jam dari waktu penyuntikan 

dengan konstruksi plasmid yang berbeda.  Baris no.1, 2 dan 3, amplifikasi cDNA 

yang disintesa dari RNA diekstraksi dari  embrio yang masing-masing telah diinjeksi 

dengan hCMV-sD6, mEF1-sD6 dan mAct-sD6. N adalah sampel hasil PCR tanpa 

cetakan DNA.  Panjang fragmen desaturase yang diamplifikasi adalah sekitar 1.5 kb.  

RT-PCR dengan cDNA -actin menunjukkan persamaan konsentrasi RNA yang 
digunakan dalam sintesa cDNA (B). 

 

 

analisa menunjukkan bahwa 6 ekor dari 18 

ekor ikan tersebut adalah positif membawa 

transgen di gonadnya (5,5% dari total ikan 

yang hidup hingga dewasa).  Ikan-ikan 

tersebut kemudian digunakan untuk membuat 

keturunan pertama.  Persentase transmisi 

transgen pada ikan keturunan F1, yaitu 

sebanyak 11,4% sampai 23,2%.  Untuk 

konstruksi plasmid mAct-sD6, dari 109 

ekor ikan yang hidup terdapat 16 ekor yang 

membawa transgen, 4 ekor (3,7%) 

diantaranya adalah membawa transgen di 

dalam gonadnya.  Ikan-ikan tersebut 

kemudian digunakan untuk memproduksi 

generasi F1 and F2.  Tingkat transmisi gen 

asing pada generasi pertama adalah antara 

4,2% and 44,1%.   Variasi persentase ikan F1 

transgenik yang diperoleh menunjukkan 

bahwa induk F0 tersebut bersifat mosaik 

(tidak semua sel tubuh ikan mempunyai 

transgen). Bila induk-induk ikan F1 

dikawinkan dengan ikan normal, sekitar 50% 

keturunan F2 adalah membawa transgen, 

pola segregasi gen mengikuti Hukum 

Mendel.  Hasil ini menunjukkan bahwa 

semua sel diploid dari setiap F1 transgenik 

membawa transgen.  
 

Ekspresi transgen pada generasi F1 danF2  

Untuk konstruksi plasmid mEF1-sD6, 
keturunan F1 strain no. 12 digunakan untuk  

memeriksa tingkat ekspresi transgen dengan 

metode semi-kuantitatif RT-PCR.  Sample 

RNA diambil dari otot, hati, mata dan otak.  

Hasil dari RT-PCR tersebut ditunjukkan pada 

Gambar 3.  Sebuah band dengan panjang 

fragmen sekitar 1,5 kb terdeteksi pada semua 

jaringan yang diperiksa.  Pada Gambar 3 

terlihat bahwa tingkat ekspresi transgen 

bervariasi bergantung pada tipe jaringan.  

Tingkat ekspresi tertinggi didapatkan pada 

jaringan otot, level sedang pada mata, dan 

terendah di jaringan hati dan otak (Gambar 3-

A).  Ekspresi dari transgen juga diperiksa 

pada keturunan F2 dengan RNA yang 

diekstraksi dari 20 ekor larva berumur 2 hari 

yang diperoleh dari strain ikan yang berbeda 

(Gambar 4).  Akan tetapi, seperti ditunjukkan 

pada Gambar 4-A, sebagian besar ikan F2 

tidak memiliki ekspresi transgen. Ekspresi 

gen juga diperiksa di jaringan otot dan hati 

dari beberapa ekor ikan dewasa F2 (data 

tidak ditunjukkan).  Hasil yang sama juga 

diperoleh, tingkat ekspresi gen adalah rendah 

atau tidak ada ekspresi sama sekali.   

Sementara itu, meskipun terdapat 

perbedaan tingkat ekspresi dari transgen pada 

jaringan yang berbeda, ikan-ikan yang 

diperoleh dari penyuntikan dengan mAct-

sD6 memiliki ekspresi gen pada semua 

jaringan yang diperiksa (Gambar 5).   
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Gambar 2.  Contoh hasil seleksi ikan transgenik F0 menggunakan PCR dengan cetakan DNA 

diekstraksi dari sirip ekor.  Baris 1 sampai dengan 6, hasil amplifikasi PCR dengan 

DNA sampel dari individu ikan tarnsgenik F0; baris C, adalah dari ikan normal 

bukan transgenik; baris N, sampel hasil PCR tanpa cetakan DNA; baris P, hasil 

amplifikasi dengan cetakan DNA plasmid mEF1-sD6 (0,6 pg).   
 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.  Deteksi ekspresi transgen pada jaringan yang berbeda dari ikan generasi F1 dengan 

RT-PCR (A).  Total RNA adalah diekstraksi dari jaringan sebagai  berikut: S, otot; 

L, hati; E , mata; dan B, otak.  N adalah sampel hasil PCR tanpa cetakan DNA. RT-

PCR dengan cDNA -actin menunjukkan kesamaan konsentrasi RNA yang 
digunakan dalam sintesa cDNA (B).   

 

 

 

 

 

 

Gambar 4. Contoh hasil analisa ekspresi transgen dari beberapa strain ikan F2 menggunakan 

RT-PCR dengan cDNA (A).  Total RNA adalah diekstraksi dari 20 ekor larva umur 

2 hari.  Baris 1 sampai 5, amplifikasi cDNA dengan RNA diekstraksi dari strain ikan 

berbeda yang diperoleh dari induk F0 yang sama; Baris N, sampel hasil PCR tanpa 

cetakan DNA.  RT-PCR dengan cDNA -actin menunjukkan kesamaan konsentrasi 

RNA yang digunakan untuk sintesa cDNA (B).   
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Gambar 5.  Deteksi ekspresi dari gen desaturase pada jaringan yang berbeda dengan RT-PCR. 

(A) RT-PCR dengan cDNA dari ikan normal-bukan transgenic dan ikan transgenik 

keturunan F2 yang membawa pmAct-sD6 (strain 10-2).  Total RNA diekstraksi 

dari jaringan sebagai berikut: F, sirip; G, insang; E, mata; B, otak; L, hati; I, usus 

and S, otot.  N adalah sample hasil PCR tanpa cetakan DNA.  RT-PCR dengan 

cDNA -actin menunjukkan kesamaan konsentrasi RNA yang digunakan untuk 
sintesa cDNA (B).   

 

 

Pembahasan 

Pada penelitian ini, gen 6 desaturase 

dari ikan salmon masu telah ditransfer ke 

ikan zebra dalam rangka modifikasi sistem 

metabolisme asam lemak untuk 

meningkatkan produksi EPA dan DHA pada 

ikan.  Karena efisiensi transkripsi gen asing 

pada host merupakan salah satu faktor 

penting dalam introduksi fenotipe baru yang 

dikodekan oleh gen asing, maka identifikasi 

konstruksi gen yang tepat yang menghasilkan 

tingkat ekspressi gen 6 desaturase yang 
tinggi adalah dilakukan sebagai tahap awal 

dalam penelitian ini.  cDNA 6 desaturase 

adalah diligasi dengan sebuah promoter yang 

kuat dari virus (CMV) dan dari ikan medaka 

(EF1 dan -actin).  Promoter-promoter ini 
telah berhasil digunakan oleh beberapa grup 

peneliti pada beberapa jenis ikan yang 

berbeda.  CMV promoter menunjukkan 

aktivitas yang tinggi pada ikan medaka 

(Winkler et al., 1992), zebrafish (Westerfield 

et al., 1992), seabream (Garcia-Pozo et al., 

1998), tilapia (Martinez et al., 1996), dan 

Arctic charr (Pitkanen et al., 1999b).  

Medaka -actin promoter mempunyai 

aktivitas tinggi di medaka (Takagi et al., 

1994) dan rainbow trout (Yoshizaki, 2001).  

Aktivitas yang tinggi dari promoter EF1 
telah ditunjukkan dengan menggunakan ikan 

yang sama, medaka (Kinoshita et al., 2000). 

Tetapi, belum ada laporan yang 

membandingkan aktivitas promoter-promoter 

tersebut dengan menggunakan ikan yang 

sejenis.  Dengan menggunakan metode semi-

quantitative RT-PCR, telah ditunjukkan 

bahwa tingkat ekspresi sementara dari gen 

6 desaturase adalah bervariasi, bergantung 

pada promoter yang digunakan.  Promoter 

yang paling kuat adalah -actin, diikuti oleh 

EF1 promoter dan CMV.  Karena CMV 

promoter adalah berasal dari virus manusia, 

elemen cis-acting yang dimiliki mungkin 

tidak sepenuhnya dapat dikenali oleh faktor 

trans-acting ikan zebra.  Sebaliknya, 

promoter lainnya yang berasal dari ikan 

memiliki aktivitas yang tinggi.  Kinoshita et 

al. (1999) telah melaporkan bahwa aktivitas 

medaka EF1 promoter pada ikan transgenik 
medaka adalah 4 kali lebih kuat dari pada 

CMV promoter.  Selanjutnya, -actin adalah 

gen housekeeping yang mana dibutuhkan 

oleh semua jenis sel di semua tahap 

perkembangan. Oleh karena itu, promoter 

dari gen tersebut telah aktif diawal 

perkembangan.    

 Organ-organ yang berperan utama dalam 

metabolsime asam lemak adalah hati dan 

otak.  Tingkat ekspresi gen 6 desaturase 
yang tinggi di kedua organ tersebut telah 

dilaporkan oleh Seiliez et al., 2001.  Hal ini 

yang menyebabkan mengapa kami memiliki 

konstruksi gen yang dikontrol oleh medaka 

EF1 promoter yang telah dilaporkan 

memiliki aktivitas yang tinggi pada hati dan 

otak (Kinoshita et al., 2000).   Sedangkan 
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promoter beta-actin dipilih karena memiliki 

aktivitas yang tinggi di otot, dimana bagian 

ini merupakan bagian yang dikonsumsi, 

sehingga diharapkan otot mengandung 

banyak asam lemak EPA/DHA dengan 

tujuan konsumsi. 

 Gen asing 6 desaturase yang dikontrol 

oleh promoter EF1 dan beta-actin telah 
dapat ditransmisikan ke generasi pertama 

melalui germline.  Pada persilangan ikan 

transgenik dengan yang bukan transgenik, 

transgen telah diturunkan ke generasi F2 

yang proporsinya mengikuti hukum Mendel.   

Hal ini menunjukkan bahwa transgen telah 

terintegrasi ke dalam genom ikan.  Tingkat 

transmisi transgen pada F1 dan F2 adalah 

relatif sama dengan apa telah dlaporkan 

sebelumnya pada ikan zebra dengan 

konstruksi gen yang berbeda (Higashijima et 

al., 1997; Gong et al., 2002).   

Ekspresi gen 6 desaturase pada 

keturunan F1 ikan mEF1-sD6 adalah 
terlihat di semua jaringan yang diperiksa.  

Sebagai tambahan, ekspresi tertinggi 

diperoleh di otot.  Sebaliknya, Kinoshita et 

al. (2000) telah melaporkan bahwa tidak ada 

ekspresi gen asing di otot dengan 

menggunakan promoter ini pada ikan 

medaka. Perbedaan ini mungkin 

berhubungan dengan posisi dimana transgen 

terintegrasi dalam kromosom yang 

mengaktifkan gen tersebut di otot.  

Perbedaan jenis ikan yang digunakan juga 

mungkin ikut mempengaruhi perbedaan hasil 

ini.  

Lebih lanjut, meskipun pada penelitian 

ini telah ditunjukkan kapabilitas promoter 

EF1 dalam mengontrol ekspresi gen asing 

di F1, sebagian besar keturunan kedua, baik 

pada fase larva maupun dewasa tidak 

menunjukkan ekspresi gen desaturase. Hal 

ini mungkin karena gen asing telah 

terintegrasi pada daerah di kromosom yang 

menyebabkan gen asing tidak diekspresikan 

sebagai akibat dari pengaruh posisi integrasi 

(positional effect).  Juga, variasi ini mungkin 

disebabkan oleh dua atau lebih intergrasi 

dalam satu individu F1 yang selanjutnya 

disegregasi ke generasi kedua.  Variasi 

ekspresi transgen antar individu yang 

diperoleh dari satu strain ikan transgenik juga 

telah dilaporkan pada tikus transgenik (Dobie 

et al., 1996).  Transgen akan diekspresikan 

secara lemah atau bahkan tidak sama sekali 

bila terintegrasi di sentromer atau di telomer 

dimana DNA tidak aktif mengalami 

transkripsi dan diposisikan di heterokromatin 

(Houdebine, 2000).  Fenomena ini mungkin 

juga telah terjadi pada penelitian ini.  

Sementara itu, untuk ikan mAct-sD6, 

karena integrasi gen terjadi secara acak 

dalam kromosom, maka dimungkinkan 

terjadi perbedaan tingkat ekspresi gen di 

jaringan yang berbeda (Lin et al., 1994b).   

Sebagai kesimpulan, sebuah model ikan 

transgenik untuk penelitian modifikasi sistem 

metabolisme asam lemak telah berhasil 

dibuat.  Ikan transgenik mAct-sD6 mungkin 

akan membantu untuk berfungsinya gen 6 

desaturase dalam rangka produksi ikan yang 

bisa menghasilkan EPA and DHA yang 

banyak untuk konsumsi manusia.  Aktivitas 

gen asing ini dapat diuji dengan memberikan 

pakan yang mengandung substrat dari enzim 

6-desaturase. 
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