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ABSTRACT

Promoter is one of the factors determining the successful of transgenesis. In this study we isolated and
characterized B-actin promoter from Nile tilapia (tiBP) towards production of autotransgenic tilapia. B-actin
promoter has high activity in muscle. Sequence of tiBP promoter was isolated by using PCR method.
Sequencing was performed using ABI PRISM 3100 machine. Analysis of sequences was conducted using
GENETYX version 7 and TFBind softwares. DNA fragment of PCR amplification product digested from the
vector cloning was then ligated with pEGFP-N1 to generate ptiBP-EGFP construct. The construct was
microinjected into one-cell stage of zebrafish (Danio rerio) embryos to test the tiBP promoter activity. EGFP
gene expression was observed by fluorescence microscope. The result of sequence analysis showed that the
length of DNA fragment obtained is about 1.5 kb and containing the evolutionary conserved sequences of
transcription factor for B-actin promoter including CCAAT, CArG and TATA boxes. Furthermore, tiBP
sequence in ptiBP-EGFP construct could regulated GFP expression in muscle of zebrafish embryos injected
with the construct. The results suggested that PCR amplification product is the regulator sequence of tilapia B-
actin gene. Autotransgenic tilapia can be then produced by changing GFP gene fragment of ptiBP-EGFP
construct with genes from tilapia encoding important traits in aquaculture.
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ABSTRAK

Promoter merupakan salah satu faktor penentu keberhasilan transgenesis. Pada penelitian ini kami
mengisolasi dan mengkarakterisasi promoter B-actin dari ikan nila (tiBP) dalam rangka pembuatan ikan nila
autotransgenik. Promoter B-actin memiliki aktivitas tinggi pada jaringan otot. Sekuens promoter tiBP diisolasi
menggunakan metode PCR. Sekuensing dilakukan menggunakan mesin ABI PRISM 3100. Analisa sekuens
menggunakan software GENETYX versi 7 dan TFBind. Fragment DNA hasil amplifikasi PCR yang didigesti
dari vektor kloning selanjutnya diligasi dengan pEGFP-N1 untuk membuat konstruksi ptiBP-EGFP.
Konstruksi ptiBP-EGFP dimikroinjeksi ke embrio ikan zebra (Danio rerio) fase 1 sel untuk menguji aktivitas
promoter tiBP. Ekspresi gen EGFP diamati menggunakan mikroskop fluoresens. Analisa sekuens
menunjukkan bahwa panjang fragmen DNA hasil amplifikasi PCR sekitar 1,5 kb dan memiliki faktor
transkripsi yang konserf untuk promoter B-actin, yaitu CCAAT, boks CArG dan TATA. Selanjutnya, sekuens
tiBP dalam konstruksi ptiBP-EGFP mampu mengendalikan ekspresi gen EGFP pada jaringan otot embrio ikan
zebra yang dimikroinjeksi dengan konstruksi tersebut. Dengan demikian dapat disimpulkan bahwa fragmen
DNA hasil amplifikasi PCR tersebut merupakan sekuens promoter B-actin ikan nila. Pembuatan ikan nila
autotransgenik selanjutnya dapat dilakukan dengan mengganti gen EGFP pada pktBA-EGFP dengan gen-gen
asal ikan nila yang mengkodekan karakter penting dalam budidaya ikan.

Kata kunci: kloning, promoter B-actin, autotransgenik, EGFP, Oreochromis niloticus, Danio rerio
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PENDAHULUAN

Rekayasa genetik dapat menjadi alat
yang sangat berguna untuk pengembangan
dan perbaikan kualitas ikan budidaya. Dalam
rangka pencapaian tujuan tersebut, teknologi
transgenesis  telah  diaplikasikan  pada
beberapa jenis ikan budidaya di manca
negara, seperti lele “channel” Ictalurus
punctatus (Dunham et al., 1987), ikan nila
Oreochromis niloticus (Brem et al., 1988;
Martinez et al., 1996), ikan rainbow trout
Oncorhynchus mykiss (Guyomard et al.,
1989), ikan mas Cyprinus carpio (Zhang et
al., 1990; Hinits dan Moav, 1999), salmon
Atlantik Salmo salar (Shears et al., 1991),
salmon coho Oncorhynchus kisutch (Devlin
et al., 1994) dan lele Afrika Clarias
gariepinus  (Volckaert et al, 1994).
Meskipun  transgenesis  telah  berhasil
diterapkan pada beberapa jenis ikan seperti
yang dicontohkan di atas, elemen
regulator/promoter ~ sebagai  salah  satu
komponen dari konstruksi gen yang
berfungsi mengontrol ekspresi gen asing
(transgen) pada ikan transgenik masih
menjadi masalah. Umumnya penggunaan
promoter yang bukan berasal dari ikan
menghasilkan ekspresi transgen yang rendah
atau bahkan tidak ada ekspresi (Chourrout et
al., 1990; Penman et al, 1991).
Permasalahan ini dapat diatasi dengan
menggunakan sekuens regulator dari ikan
yang sama atau sekerabat dengan ikan yang
akan dibuat menjadi transgenik.  Telah
dibuktikan bahwa sekuens promoter dari ikan
umumnya memiliki aktivitas lebih tinggi
dalam  mengatur  ekspresi  transgen
dibandingkan dengan yang berasal dari
mamalia atau virus pada ikan transgenik
(Alam et al., 1996; Hanley et al., 1998;
Alimuddin, 2003). Selanjutnya, bila ikan
transgenik  dipasarkan, diduga bahwa
penerimaan konsumen akan lebih baik pada
ikan transgenik yang dibuat menggunakan
konstruksi gen dengan promoter dan gen dari
ikan, khususnya yang berasal dari spesies
yang sama dibandingkan dengan yang
berasal dari mamalia atau virus (Maclean dan
Laight, 2000).

Promoter B-actin telah diisolasi dari
beberapa jenis ikan dan dilaporkan sebagai
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regulator dengan aktivitas tinggi dalam
mengatur ekspresi transgen pada ikan
transgenik. Promoter B-actin telah diisolasi
dari ikan mas Cyprinus carpio (Liu et al.,
1990), ikan medaka Oryzias latipes (Takagi
et al., 1994), ikan zebra Danio rerio
(Higashijima et al., 1997), ikan mud loach
Misgurnus mizolepis (Noh et al., 2003).
Promoter B-actin dari ikan medaka mampu
mengatur ekspresi gen penanda LacZ pada
embrio ikan medaka (Takagi et al., 1994).
Ekspresi gen GFP vyang kuat dengan
menggunakan promoter B-actin medaka juga
telah ditunjukkan pada ikan medaka
(Hamada et al., 1998) dan rainbow trout
(YYoshizaki, 2001). Selanjutnya, promoter ini
juga aktif mengatur ekspresi gen pengkode
enzim A6-desaturase pada ikan zebra
(Alimuddin et al., 2005) dan gen pengkode
hormon pertumbuhan pada ikan nila
(Kobayashi et al., 2007). Promoter [-actin
ikan mas mampu mengatur ekspresi beberapa
gen penanda pada beberapa jenis ikan (Liu et
al., 1990; Moav et al., 1993). Sementara itu,
promoter B-actin dari ikan zebra dilaporkan
aktif mengatur ekspresi gen GFP pada ikan
zebra (Higashijima et al., 1997).

Pengujian aktivitas promoter umumnya
dilakukan dengan cara menginjeksikan
konstruksi gen ke embrio dan kemudian
mengamati ekspresi sementara (transient)
dari gen penanda yang digunakan (Maclean
et al., 2002; Takagi et al., 1994; Tsai et al.,
1995; Maclean et al., 1996; Muller et al.,
1997; Hamada et al., 1998; Alimuddin, 2003;
Kato et al., 2007) atau membuat ikan
transgenik  (Higashijima et al., 1997).
Metode lain yang juga bisa digunakan adalah
menginjeksi langsung konstruksi gen ke otot
daging (Hansen et al., 1991; Rahman and
Maclean, 1992) atau transfeksi ke sel kultur
(Kato et al., 2007). Metode injeksi langsung
ke otot daging biasanya memerlukan tahap
lanjutan seperti RT-PCR untuk melihat
tingkat transkripsi RNA. Pengamatan
ekspresi gen GFP pada daging ikan tempat
injeksi  relatif sulit dilakukan karena
umumnya terhalang oleh pigmen kulit.
Kelemahan metode transfeksi adalah
berkaitan dengan tipe sel kultur yang
digunakan, umumnya hanya satu jenis sel.
Hal ini akan membatasi pengujian aktivitas



hanya untuk regulator yang sesuai dengan sel
tersebut, atau hanya untuk promoter yang
bersifat ubiquitous (aktif di semua tipe
jaringan). Pada penelitian ini  kami
mengisolasi promoter B-actin dari ikan nila,
membuat  konstruksi gen ptiBP-EGFP,
menginjeksikannya ke embrio ikan zebra dan
selanjutnya ekspresi sementara diamati untuk
mengetahui  aktivitasnya.  Ikan  zebra
digunakan sebagai model percobaan karena
ikan ini memiliki telur yang transparan
sehingga ekspresi gen berpendar GFP mudah
diamati. Selain itu ikan ini mudah dipijahkan.

BAHAN DAN METODE

Isolasi DNA genomik dan amplifikasi PCR

DNA genomik diekstraksi dari jaringan
sirip ikan nila menggunakan kit isolasi DNA
(Puregene, Minneapolis, USA) dengan
sedikit modifikasi dari prosedur dalam
manualnya. Sekuens promoter B-actin ikan
nila, disingkat menjadi tiBP, diisolasi
menggunakan metode PCR dengan primer
yang didesain berdasarkan database di Bank
Gen. Database yang digunakan meliputi ikan
mas (no. aksesi Bank Gen: M24113), ikan
medaka (no. aksesi Bank Gen: S74868), ikan
Mylopharyngodon piceus (no. aksesi Bank
Gen: AY289135) dan ikan Megalobrama
amblycephala (no. aksesi Bank Gen:
AY170122). Pada PCR pertama
menggunakan primer forward F-BP adalah
5’-GTGAGTGACGCCGGACCAATC-3’
dan reverse R-BP1 (5’-TAGAAGGT-
GTGRTGCCAGATCTTC-3’), dan yang
kedua menggunakan primer forward F-BP
dan reverse R-BP2 (5°-
TTGCACATRCCRG-AKCCGTTGTC-3").
Reaksi PCR dengan volume 10 pL
mengandung 1 pL LA Buffer; 1 pL dNTPs
mix; 1 pL MgCl,. 1 pL masing-masing
primer; 0,05 pL LA Taq polymerase
(TAKARA BIO); 1 uL DNA genomik hasil
pengenceran 10x dan sisanya adalah air steril
hasil destilasi (SDW). Amplifikasi PCR
dilakukan dengan program: 1 siklus pada
suhu 94°C selama 3 menit; 5 siklus pada
suhu 94°C selama 30 detik dan 62°C selama
3 menit; 30 siklus pada suhu 94°C selama 30
detik, 58°C selama 30 detik dan 72°C selama
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3 menit; serta 1 siklus pada suhu 72°C
selama 3 menit. Pengecekan hasil
amplifikasi PCR  dilakukan  dengan
elektroforesis menggunakan gel agarosa
0,7%. Fragmen DNA hasil amplifikasi PCR
diisolasi dari gel menggunakan kit purifikasi
DNA (MoBio Laboratories, CA, USA) sesuai
instruksi dimanualnya.

Ligasi fragmen DNA, transformasi dan
seleksi koloni bakteri

Fragmen DNA hasil purifikasi dari gel
diligasi dengan vektor kloning pGEM-T Easy
(Promega, WI, USA) dengan komponen
reaksi ligasi meliputi 5 pL larutan DNA hasil
purifikasi; 0,5 uL pGEM-T Easy; 6,5 pL 5x
buffer ligasi, dan 1 pL enzim T4 DNA ligase
(Promega). Inkubasi dilakukan selama 2 jam
pada suhu ruang dan dilanjutkan semalam di
dalam refrigerator (suhu sekitar 4°C).
Sebanyak 6,5 pL hasil reaksi ligasi dicampur
ke dalam tabung mikro berisi sel kompeten
E. coli DH-5a. Transformasi dilakukan
menggunakan kejutan panas pada suhu 42°C
selama 45 detik. Sekitar 2-3 menit setelah
diinkubasi dalam es, ke dalam tabung mikro
ditambahkan 900 pL larutan SOC (1,2 ¢
polypeptone; 0,3 g yeast extract; 0,035 g
NaCl; 0,011 g KCI; 600 pL MgCl, 1M; 600
pL MgSO,4 1M dan 60 pL glucose 2M dalam
60 mL SDW). Selanjutnya inkubasi
dilakukan menggunakan shaker pada suhu
37°C selama 1 jam. Bakteri disebar di atas
cawan agarosa 2xYT (1,6% polypeptone, 1%
yeast extract, 0,5% NaCl dan 1,5% agarosa
dalam SDW) yang mengandung ampisilin,
IPTG dan X-gal (disingkat menjadi 2xYT-
AlLX). Cawan agarosa berisi bakteri
diinkubasi pada suhu 37°C selama sekitar 14
jam.

Seleksi koloni bakteri yang membawa
plasmid hasil ligasi dilakukan dengan metode
“cracking”. Koloni bakteri berwarna putih
yang tumbuh dalam cawan agarosa diambil
menggunakan tusuk gigi steril dan dioleskan
ke dasar tabung mikro volume 1,5 mL untuk
“cracking”, dan  dilanjutkan  dengan
menggoreskan tusuk gigi tersebut ke dalam
cawan agarosa 2xYT-A,l,X untuk membuat
“master plate”. Master plate merupakan
cawan agarosa yang mengandung setiap
koloni bakteri yang dianalisa dengan



cracking, yang merupakan sumber koloni
bakteri untuk tahap penelitian berikutnya.
Master plate diinkubasi pada suhu 37°C
sekitar 8 jam. Ke dalam tabung mikro yang
berisi bakteri ditambahkan 10 pL buffer
cracking (0,2 g saccharosa, 40 uL NaOH 5M,
50 pL SDS 10% dan sisanya SDW sehingga
volume larutan menjadi 1 mL), 10 pL larutan
EDTA 10mM dan sekitar 2 pL 6x buffer
loading DNA berisi KCI 4M dengan
perbandingan  volume  1:1. Setelah
diinkubasi  sekitar 5 menit, dilakukan
sentrifus pada kecepatan 13.000 rpm selama
15 menit. Sebanyak 10 pL supernatan yang
terbentuk digunakan untuk elektroforesis
menggunakan gel agarosa 0,7%. Untuk
mengetahui koloni bakteri yang membawa
DNA insersi dalam plasmid digunakan
koloni bakteri biru sebagai kontrol. Ukuran
DNA plasmid koloni bakteri yang membawa
insersi akan lebih besar daripada yang dari
kontrol. Koloni bakteri yang membawa DNA
insersi  diambil  dari  master  plate
menggunakan  tusuk gigi steril dan
disentuhkan ke media cair 2xYT yang
mengandung ampisilin dalam tabung kultur
berbentuk “L” untuk diperbanyak. Inkubasi
bakteri menggunakan shaker dilakukan pada
suhu 37°C selama sekitar 14 jam.

Isolasi plasmid

Isolasi plasmid dilakukan
menggunakan kit FlexiPrep (Amersham
Biosciences, NJ, USA) dengan prosedur
sesuai manual. Plasmid DNA hasil isolasi
dilarutkan menggunakan SDW sebanyak 50
pL. Setelah divorteks, tabung mikro berisi
plasmid tersebut dibiarkan selama 5 menit di
suhu ruang. Kemudian dilakukan sentrifus
pada suhu ruang dengan kecepatan 13.000
rpm selama 1-2 menit. Supernatan Yyang
terbentuk  yang berisi  plasmid DNA
dipindahkan ke tabung mikro yang baru.
Sebanyak 1 pL hasil isolasi plasmid
digunakan untuk elektroforesis menggunakan
gel agarosa 0,7%.

Sekuensing dan analisa sekuens promoter
p-actin

Volume reaksi amplifikasi PCR untuk
sekuensing adalah sebanyak 20 pL dengan
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komposisi 2 pL Ready Reaction Mix; 3 pL
BigDye buffer; 6,4 puL primer ”T7-BS” (5°-
TTGTAATACGACTCACTATAGGGCGA
A-3’) atau DyeT-R (5’-GGAATTGTGAG-
CGGATAACA-3’) dengan konsentrasi 10
pmol; 300 ng DNA dan sisanya adalah SDW.
Program PCR yang digunakan yaitu 1 siklus
pada suhu 96°C selama 2 menit, dan 30
siklus dengan suhu 96°C selama 10 detik,
55°C selama 5 detik dan 60°C selama 3
menit. Sekuensing DNA dilakukan
menggunakan mesin ABI PRISM 3100-
Avant Genetic Analyzer. Analisa sekuens
menggunakan program GENETYX versi 7
dan TFBind.

Pembuatan konstruksi gen dan uji aktivitas
promoter

Plasmid pEGFP-N1 (BD Biosciences
Clontech, USA), yang mengandung gen
pengkode protein berpendar hijau hasil
mutasi yang dikenal dengan nama EGFP
(enhanced green fluorescent protein),
dipotong/didigesti  menggunakan  enzim
restriksi Kpnl dan Apal. Fragmen promoter
tiBP untuk pembuakan konstruksi gen
diamplifikasi dengan PCR menggunakan
primer forward ”F-Pro-BA” (5°-
TTGGTACCGTGAGTGACGCCGGACCA-
ATC-3’) dan reverse “R-Pro-tiBA” (5°-
TTGGGCCCTAGCACTCAAGCCTGCGG
CCA-3’). Hasil amplifikasi diligasi dengan
pGEM-T Easy dan kemudian fragmen tiBP
tersebut diisolasi kembali dengan cara
memotong plasmid menggunakan enzim
restriksi  Kpnl dan Apal. Selanjutnya,
fragmen tiBP hasil restriksi tersebut diligasi
dengan fragmen EGFP-N1 vyang telah
didigesti untuk membuat konstruksi gen
ptiBP-EGFP. Konstruksi gen ptiBP-EGFP
dimikroinjeksi ke embrio ikan zebra fase satu
sel untuk menguji aktivitasnya. Metode
mikroinjeksi mengikuti teknik Alimuddin et
al. (2005). Aktivitas promoter B-actin ikan
nila diketahui dengan cara mengamati
ekspresi gen EGFP menggunakan mikroskop
fluoresens saat sekitar 30 jam setelah
mikroinjeksi.



HASIL DAN BAHASAN

Panjang fragmen DNA hasil
amplifikasi PCR menggunakan primer F-BP1
dan R-BP2 dengan cetakan DNA genomik
ikan nila sekitar 1,5 kb (Gambar 1).
Fragmen DNA hasil amplifikasi PCR
tersebut diligasi dengan vektor kloning,
ditransformasi ke sel kompeten E. coli. dan
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kemudian bakteri  dikultur. Dengan
melakukan elektroforesis terhadap hasil
cracking untuk bakteri dengan koloni
berwarna putih, diketahui bahwa semua
koloni bakteri tersebut membawa DNA
insersi yang ditandai dengan ukuran pita
DNA hasil elektroforesis lebih  besar
dibandingkan dengan kontrol koloni biru
(Gambar 2).

2

Gambar 1. Elektroforesis DNA hasil PCR kedua untuk purifikasi DNA (1) dan hasil
purifikasinya dari gel agarosa (2). M adalah marker DNA 1 kb (BioLabs Inc., New
England). Angka di sebelah kiri gambar adalah ukuran fragmen marker DNA.
Tanda kepala panah (<) di sebelah kanan gambar menunjukkan DNA target dari

hasil PCR dan purifikasinya.

K12 345678910K

Gambar 2.  Elektroforesis hasil cracking bakteri koloni berwarna biru (K) dan yang putih (no.
1-10). Tanda kepala panah (<) di sebelah kanan gambar menunjukkan ukuran
plasmid DNA dari bakteri biru, sedangkan tanda minus (==) untuk bakteri dengan
plasmid yang mengandung DNA insersi.



Hasil sekuensing dari arah
forward/sense atau dari Kiri ditunjukkan pada
Gambar 3, dan dari arah reverse/antisense
(dari kanan) pada Gambar 4. Berdasarkan
hasil analisa dengan software TFBind
diketahui bahwa sekuens DNA hasil isolasi
memiliki semua elemen faktor transkripsi
(TF) vyang konserf (conserved) untuk
promoter B-actin dari ikan. Dengan demikian
diduga hasil kloning merupakan sekuens
promoter B-actin ikan nila. Sekuens TF yang
dilaporkan berperan penting dalam aktivitas
promoter B-actin adalah CCAAT,
CC(A/M)eGG atau motif CArG, dan boks
TATA. Elemen CCAAT vyang terletak pada
nt. 16 — 20 dihitung dari ujung terminal 5,
CC(A/T)sGG atau disebut motif CArG pada
nt. 46 - 55 dihitung dari ujung terminal 5 dan
nt. 225 — 234 dihitung dari ujung terminal 3,
dan boks TATA pada nt. 79 — 83 (Gambar 5
dan 6). Hubungan tingkat aktivitas promoter
B-actin dengan sekuens CCAAT telah diteliti

olen Quitschke et al. (1989).
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motif CArG, sebagai elemen responsif
terhadap serum (serum-response element),
yang terletak antara CCAAT dan boks
TATA, telah dijelaskan oleh Liu et al.
(1991). Boks TATA merupakan elemen yang
umum dijumpai pada sekuens promoter,
sebagai tempat RNA polimerase melekat
(bind) pada saat transkripsi RNA akan
berlangsung (Glick dan Pasternak, 2003).
Selanjutnya, promoter B-actin ikan kerapu
bebek juga memiliki elemen CArG kedua
pada intron 1 seperti yang terdapat pada
promoter B-actin dari ikan lainnya (Noh et
al., 2003), manusia, tikus dan ayam (Orita et
al., 1989; Sands et al., 1993). Elemen CArG
kedua juga berpengaruh positif terhadap
aktivitas promoter (Liu et al., 1990). Dengan
demikian dapat disimpulkan bahwa sekuens
regulator B-actin ikan nila adalah konserf
secara evolusi (evolutionary conserved).
Selanjutnya, diduga bahwa promoter tersebut
dapat aktif mengatur ekspresi gen asing.

AGG CGC AAT TCC GAA AGT TTA 45
GCT GAG TAT AAA AAA CAA GCG 93
GCC GTC ACA CTC ACA GCT TGT 131
TCC CTT AAA GCG AAA AGC CCC 179
TCC TTA TTT ATA GAT TCT TAT 227
AGC TGA TTT GTT TAT TTT ATG 275
ATG CAA ACT GTC GTC GGG GAC 323
TGT ATT GAT TGT TAA ACA GCA 471
TAA AAC GAG GAA CGG TTA TGA 519
CTG CGA TTC ACA GGT GCT TTT 567
GTC CTA TGA GTT AAT GGT TGC 615
GTC GTG CAC GGT TTT TTT TGT 663
CAC TTG GGA TTT GAT CCC AGG 711
TTG AGG CTG TCT GGA TCC CGG 759
GGG GTG TGA CCT ACT TTA GCA 807
CGC CCT TTT AGA TTT GCA GCA 855
ATC CTG GAT ACT CCC ACA CAC 903
TTT TAT TTT AAC CTT AAT CTG 951
TAA AAA GGA TAG AAA GGG ACT 1009
GAT AAA CTG GAT TTA ATA GGC 1057
ATC CTG GTT CAG GTC TTT TTC 1105
GGG AAA TTG GGC AAT CAT CCG 1153
AAG GGC GGT GGC TTT TCA GGA 1201
GGG GGA CCG TTC ATG GAG TTC 1249
CCT TTC TCA ATA AAA CCT AGC 1297
GAA CTT TCA T-3’ 1334



Gambar 4. Sekuens promoter B-actin ikan nila hasil sekuensing dari arah reverse
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Alignment sekuens parsial promoter B-actin ikan nila (hasil sekuensing dari arah
forward, F-nila), ikan mas (no. Aksesi Bank Gen: M24113), ikan medaka (no.
Aksesi Bank Gen: S74868), ikan megalobrama (no. Aksesi Bank Gen: AY170122)
dan ikan mylopharyngodon (no. Aksesi Bank Gen:
forward, motif CArG pertama, dan boks TATA ditunjukkan di atas sekuens. Posisi
motif CCAAT yang ada alam sekuens primer F, CArG pertama dan boks TATA
untuk ikan nila sama dengan ikan lainnya dilihat dari ujung terminal 5 (dilihat dari
sebelah Kiri).

AY289135).

Posisi primer
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Gambar 6. Alignment sekuens parsial promoter B-actin ikan nila (hasil sekuensing dari arah
reverse, R-nila), ikan mas (no. Aksesi Bank Gen: M24113), ikan medaka (no. Aksesi
Bank Gen: S74868), ikan megalobrama (no. Aksesi Bank Gen: AY170122) dan ikan
mylopharyngodon (no. Aksesi Bank Gen: AY289135). Motif CArG (CC(A/T)sGG),

kodon awal (ATG) dan posisi primer reverse ditunjukkan di atas sekuens.

Posisi

motif CArG kedua untuk ikan nila sedikit berbeda dengan ikan lainnya bila dilihat
dari ujung terminal 3 (dari sebelah kanan)

Dengan menggunakan software
GENETYX, alignment sekuens parsial
promoter B-actin ikan nila dengan ikan mas
(no. Aksesi Bank Gen: M24113), ikan
medaka (no. Aksesi Bank Gen: S74868),
ikan megalobrama (no. Aksesi Bank Gen:
AY170122) dan ikan mylopharyngodon (no.
Aksesi Bank Gen: AY289135) ditunjukkan

pada Gambar 4 dan 5. Dari hasil alignment
diketahui bahwa posisi dari elemen-elemen
penting tersebut adalah konserf seperti
dengan sekuensnya. Hal ini memperkuat
dugaan bahwa hasil kloning merupakan
promoter B-actin ikan nila.

Karena sekuens DNA hasil isolasi
relatif panjang, meskipun kemampuan mesin
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sekuensing bisa membaca sekuens sampai
sekitar 1,3 kb, tidak semua sekuens
nukleotida (nt.) hasil sekuensing pada ujung
terminal 3 pada Gambar 3 dan ujung terminal
5 pada Gambar 4 adalah tepat. Sekuens yang
diperlihatkan dalam laporan ini adalah hasil
pembacaan dari masing-masing primer.
Untuk memperoleh semua sekuens nt.
promoter -actin ikan nila dengan tepat, perlu
dilakukan sub-kloning dengan minimal 2
klon yang panjangnya masing-masing sekitar
500 bp.

Untuk verifikasi apakah sekuens
promoter B-actin ikan nila hasil kloning dapat
aktif, maka dibuat konstruksi gen ekspresi
dengan gen penanda EGFP. Pengecekan
hasil cracking  bakteri  transforman
ditunjukkan pada Gambar 7. Ukuran DNA
untuk bakteri hasil transformasi dengan
plasmid ptiBA-EGFP lebih besar
dibandingkan dengan plasmid pEGFP-N1
dan plasmid dari kontrol berupa bakteri biru.
Hal ini menunjukkan bahwa konstruksi gen
ptiBA-EGFP berhasil dibuat dan bakteri yang
membawa plasmid ini berhasil diidentifikasi
(no. 1-5 dan 7-11 pada Gambar 7).

Uji aktivitas promoter dilakukan untuk
membuktikan secara in vivo bahwa sekuens
DNA hasil isolasi mampu mengatur ekspresi
gen asing. Pada penelitian ini digunakan gen
penanda EGFP, suatu gen pengkode protein
berpendar hijau bila diberi sinar ultraviolet,
untuk memudahkan pengujian. Seperti

123

ditunjukkan pada Gambar 8, ekspresi gen
GFP terlihat pada jaringan otot larva ikan
zebra. Dari 10 embrio ikan zebra yang
dimikroinjeksi dengan konstruksi gen ptiBA-
EGFP, 3 diantaranya mengekspresikan gen
EGFP.  Salah satu contoh larva yang
mengekspresi gen EGFP pada jaringan otot
ditunjukkan pada Gambar (ditandai dengan
tanda panah). Hal ini menunjukkan bahwa
sekuens promoter tiBA ikan nila hasil isolasi
dapat aktif, minimal pada ikan zebra.

Ekspresi gen EGFP pada ketiga larva
tersebut di atas terlihat seperti tambalan
(patchy) dan beberapa sel dengan ekspresi
tinggi, sementara yang lainnya lemah atau
tidak mengekspresikan transgen.  Kondisi
seperti ini disebut mosaik, dan hal ini umum
ditemukan pada embrio ikan hasil
mikroinjeksi (Maclean et al., 1996). Tingkat
ekspresi gen biasanya berhubungan erat
dengan jumlah copy transgen yang terdapat
pada setiap sel (Rahman et al., 2000).
Dengan demikian variasi tingkat ekspresi gen
EGFP antar sel dan larva diduga merupakan
akibat dari perbedaan jumlah copy transgen.
Dengan menggunakan sekuens regulator
yang bersifat ubiquitous seperti [-actin,
variasi tempat ekspresi sementara dari
transgen juga telah dilaporkan pada ikan
medaka (Tsai et al., 1995).  Ekspresi
transgen akan terlihat pada semua jaringan
otot ikan transgenik pada generasi pertama
dan seterusnya.

K123 4567389101112

AA|

Gambar 7. Elektroforesis hasil cracking bakteri koloni berwarna biru (K) dan yang putih (no.
1-12). No. 1-5 dan 7-11: bakteri yang membawa konstruksi gen ptiBA-EGFP, no. 6
dan 12: bakteri yang membawa plasmid pEGFP-N1. Tanda minus (==) di sebelah
kanan gambar menunjukkan ukuran DNA plasmid yang mengandung DNA insersi
atau ptiBA-EGFP, tanda kepala panah tertutup (<) untuk plasmid DNA pEGFP-
N1, sedangkan tanda kepala panah terbuka (<) untuk plasmid dari bakteri koloni

biru
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Gambar 8.

Ekspresi gen GFP yang dikendalikan oleh promoter tiBA ikan nila pada larva ikan

zebra. Jaringan otot yang mengekspresikan gen GFP ditunjukkan dengan tanda

panah.

Hasil pengamatan ekspresi gen EGFP
menunjukkan bahwa promoter B-actin ikan
nila (Famili Cichlidae) dapat aktif pada ikan
zebra (Famili Cyprinidae) yang tidak
sekerabat. Karena pada penelitian ini belum
dilakukan pengujian aktivitas promoter p-
actin ikan nila pada ikan yang sekerabat
dengannya, perbedaan aktivitasnya pada ikan
zebra yang tidak sekerabat ini belum
diketahui. Namun demikian, promoter (-
actin ikan nila diduga akan memiliki aktivitas
yang lebih baik bila digunakan pada ikan
yang sekerabat.

Dalam rangka pembuatan ikan nila
autotransgenik untuk memacu
pertumbuhannya, sekuens promoter dalam
konstuksi gen (pmBP-tiGH) yang
mengandung gen GH ikan nila telah dibuat
sebelumnya sudah dapat diganti dengan
promoter tiBP. Selanjutnya, berbagai jenis
ikan transgenik, khususnya untuk kelompok
ikan cychlidae, mungkin dapat diproduksi
dengan adanya konstruksi gen “all-nila” ini.

KESIMPULAN

Promoter B-actin dari ikan nial telah
berhasil diisolasi dengan panjang sekitar 1,5
kb. Elemen-elemen yang biasa terdapat pada
promoter B-actin, yaitu CCAAT, CArG dan

boks TATA, juga ditemukan pada sekuens
promoter B-actin ikan nila hasil isolasi.
Promoter ikan nila hasil isolasi mampu
mengontrol ekspresi gen penanda EGFP pada
jaringan otot ikan zebra.
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